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a l s o  i n v e s t i g a t e d  i n  v i  t r o  u s i n g  mRNA a s  p r i m e r .  N o n e  o f  t h e  
c a p - u t i 1 i s i n g  f u n c t i o n s  w e r e  s i g n  1 f i c a n t l y  i n h i b i t e d  ¿ S e c t i o n  
I I ) .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  n o t  a l l  n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d i e s  c a u s e  t h e  
i n h i b i t i o n  o f  t r a n s c r i p t i o n  1n v i t r o ,  f i r s t  d e s c r i b e d  b y  P o s s e e  
e t  a l . ( 1 9 8 2 ) .  I t  i s  p r o b a b l e  t h a t  d i s r u p t i o n  o f  t h e  v i r u s
m e m b ra n e  tr± v i  t r o  d o e s  n o t  a c c u r a t e l y  m i m i c  t h e  u n c o a t i n g  
p r o c e s s e s  t h a t  t a k e  p l a c e  ir> v i v o »
(xvii)
A B B R E V I A T I O N S
ApG A d e n y l y l  ( 3 ’ - S ' >  g u a n o s i n s
BAP B a c t e r i a l  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e
BHA B r o m e l a i n - r e l e a s e d  h a e m a g g  l u t i n i n
B H K - 2 1 B a b y  h a m s t e r  k i d n e y
le N - N ' - m e t h y l e n e  b i s a c r y l a m i d e
C E F C h i c k  e m b r y o  f i b r o b l a s t
CRN A C o m p l e m e n t a r y  RNA
cpm c o u n t s  p e r  m i n u t e
CYH c y c l o h e x i m i d e
CPV C y t o p l a s m i c  p o l y h e d r o s i s  v i r u s ,  t y p e  1
DN a se D e o x y r i b o n u c l e a s e
D T T D i  t h i o t h r e i t o l
E D T A
F F u s i o n
F a b F r a g m e n t  a n t i g e n  b i n d i n g  ( P a p a i n  
d i g e s t i o n  p r o d u c t )
F ( a b ' ) a D i v a l e n t  a n t i g e n  b i n d i n g  f r a g m e n t  ( P e p s i n  
d i g e s t i o n  p r o d u c t )
F c F r a g m e n t  c r y s t a l  1 i s a b 1 »
FP V F o w l  p l a g u e  v i r u s
F P V / R F o w l  p l a g u e  v i r u s / R o s t o c k
G G l y c o p r o t e i n
GMEM G l a s g o w  m o d i f i e d  E a g l e ’ s  m e d iu m
HA H a e m a g g l u t i n i n
HAU
i g I m m u n o g l o b u 1 i n
M M a t r i x
MDCK M a d i n - D a r b y  c a n i n e  k i d n e y
(xvlii)
m’ G 7 - m * t h y 1 g u a n o s  1n e
mol M u l t i p l i c i t y  o f  i n f e c t i o n
mRNA
NA N c u r a n l n I d a s *
NCS N e w b o r n  c a l f  s e r u m
NML N u c l e a r  m o n o l a y e r
NP N u c l e o p r o t e i n
P
PA I n f l u e n z a  v i r u s  RNA s e g m e n t  3  g e n e  p r o d u c t  
y
( p o l y m e r a s e  p r o t e i n )
PAGE P o l y a c r l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s
PB1 I n f l u e n z a  v i r u s  PNA s e g m e n t  2  g e n e  p r o d u c t  
y
( p o l y m e r a s e  p r o t e i n )
PB2 I n f l u e n z a  v i r u s  RNA s e g m e n t  1 g e n e  p r o d u c t  
Y
( p o l y m e r a s e  p r o t e i n )
PBS
p f  u p l a q u e  f o r m i n g  u n i t s
p .  i . P o s t - i n f e e t i o n
p i g P r e - i m m u n i s a t i o n  I g
p o l y  <A ) p o l y a d e n y l a t e d
R A M - F a b R a b b i t  a n t i - m o u s e  I g G ,  F a b  s p e c i f i c
R t o v i r u s  3 R e o v i r u s  t y p e  3 ,  D e a r i n g  s t r a i n
RNA p o l  I I
RN ase R l b o n u c l e a s e
RNP R i b o n u c l e o p r o t e i n
SDS S o d i u m  d o d e c y l  s u l p h a t e
SSC S t a n d a r d  s a l i n e  c i t r a t e
T C A t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d
TEMED N , N , N ' , N ' - t e t r a m e t h y l e n e d i a m i n e
TN T r i s - s o d i u m  c h l o r i d e
TN E T r i s - s o d i u m  c h l o r i d e - E D T A

1GENER AL  I N T R O D U C T I O N  
I N F L U E N Z A  V I R U S  S T R U C T U R E  AND F U N C T I O N
1.  I N F L U E N Z A  V I R U S E S
I n f l u e n z a  v i r u s e s  a r e  d i v i d e d  i n t o  t y p e s  A ,  B a n d  C on t h e  b a s i s  
o f  t h e  a n t i g e n i c i t y  o f  t h e  n u c l e o p r o t e i n  <NP> ( t h e  t y p e - s p e c i f i c  
a n t i g e n ) .  T h e  v i r a l  ge n o m e  i s  s i n g l e - s t r a n d e d  R N A , c a n n o t  be  
t r a n s l a t e d  a n d  i s  t h e r e f o r e  s a i d  t o  b e  o f  n e g a t i v e  p o l a r i t y .
L a t e r  s e q u e n c e  d a t a  s h o w e d  t h a t  t h i s  w a s  c o m p l e m e n t a r y  t o  t h e  
m e s s a g e .  T h e  ge n o m e  i s  s e g m e n t e d i  A  a n d  B t y p e  v i r u s e s  h a v e  8  
s e g m e n t s  a n d  C  t y p e  v i r u s e s  h a v e  7 s e g m e n t s .  R e a s s o r t m e n t  o f  
s e g m e n t s  o c c u r s  b e t w e e n  v i r u s e s  o f  t h e  sam e t y p e  ( T o b i t a  an d 
K i l b o u r n e ,  1 9 7 4 j  R a c i a n e l l o  an d P a l e s e ,  1 9 7 9 )  b u t  r e a s s o r t m e n t  
b e t w e e n  t y p e s  h a s  n o t  b e e n  d e m o n s t r a t e d !  c e l l s  d o u b l y  i n f e c t e d  
w i t h  A a n d  B t y p e  v i r u s e s  p r o d u c e  p h e n o t y p i c a l l y  • <ed v i r i o n s  
w i t h  n u c l e o c a p s i d s  f r o m  a s i n g l e  p a r e n t  < S k l y a n s k a y a ,  « t  a l .  , 
1 9 8 3 ) .  A  a n d  B t y p e  v i r u s e s  h a v e  t w o  e n v e l o p e  g 1y c o p r o t e i n s  b u t  
T y p e  C v i r u s e s  h a v e  o n l y  o n e .  T y p e  A  a n d  B i n f l u e n z a  v i r u s e s  a r e  
s o  s i m i l a r  t h a t  t h e y  c a n  b e  c o n s i d e r e d  a s  c o m p r i s i n g  on e  
s u b - g r o u p  a n d  t y p e  C v i r u s e s  a n o t h e r .
I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  o n l y  t y p e  A I n f l u e n z a  v i r u s e s  w e r e  u s e d  an d 
t h e r e f o r e  B a n d  C t y p e  v i r u s e s  w i l l  n o t  b e  c o n s i d e r e d  f u r t h e r .
2 .  MORPHOLOGY OF  I N F L U E N Z A  V I R I O N S
T h e  m o r p h o l o g y  o f  I n f l u e n z a  v i r u s  a s  s e e n  u n d e r  t h e  e l e c t r o n  
m i c r o s c o p e  ( r e v i e w e d  b y  W r i g l e y ,  1 9 7 9 )  v a r i e s  w i t h  p a s s a g e
H A
L©id
bilayer
NS, and NSj
F l g u r a  I t  S c h e m a t i c  d i a g r a m  o f  t h a  i n f l u a n r a  v i r i o n
T h a  HA a n d  NA s p l k a s  a r a  i n s a r t a d  t h r o u g h  t h a  l i p i d  m a m b r a n a .  
M am b ra n a  p r o t a i n  Ml i s  t h a  m a j o r  s t r u c t u r a l  p r o t a i n  a n d  ♦ o n w  a 
l a y a r  o n  t h a  i n n a r  » u r f a c a  o f  t h a  l i p i d  b i l a y a r .  T h a  a i g h t  
» a g m a n t »  o f  RNA t h a t  c o m p r i a a  t h a  ga n o m a  a r a  p a c k a g a d  a s  h a l i c a l  
r l b o n u c l a o p r o t a i n t  c o n t a i n i n g  NP a n d  t h a  p o l y m a r a a a  p r o t a l n a .  
T a k a n  ■from L a m b ,  1 9 8 3 .
h i s t o r y .  C l i n i c a l  i s o l a t e s  a f t e r  a  s m a l l  n u m b e r o f  p a s s a g e s  a r e  
p l e o m o r p h i c  and o f t e n  l o n g  f i l a m e n t o u s  p a r t i c l e s  a r e  p r e s e n t  
( H o r n e  et_  a l .  ,  I 9 6 0 » .  A f t e r  m u l t i p l e  p a s s a g e  i n  e g g s  t h e  v i r i o n s  
a r e  a p p r o x i m a t e l y  s p h e r i c a l  w i t h  a  d i a m e t e r  o f  1 0 0 —1 2 0  nm when 
v i s u a l i s e d  b y  f r e e z e —d r y n g  a n d  s h a d o w i n g  ( N e r m u t  a n d  F r a n k ,
1 9 7 1 ) .
A s c h e m a t i c  d i a g r a m  o f  a  v i r i o n ,  t a k e n  f r o m  Lamb ( 1 9 8 3 )
i s  s ho w n  i n  F i g u r e  1 .  T h e  o u t e r  s u r f a c e  o f  t h e  v i r i o n  i s  
made u p  o f  7 0 0 - 1 , 2 0 0  g l y c o p r o t e i n  s p i k e s  a n c h o r e d  i n  a  l i p i d  
b l l a y e r .  T h e r e  a r e  t w o  t y p e s  o f  p r o j e c t i o n :  t h e  m p r e  n u m e r o u s  
h a e m a g g l u t i n l n  ( H A )  s p i k e s  a r e  r o d - s h a p e d  w h i l s t  t h e  
n e u r a m i n i d a s e  ( N A )  s p i k e s  a r e  m u s h r o o m - s h a p e d  ( L a v e r  an d
a rc
V a l e n t i n e ,  1 9 69»  W r l g l e y  e t  a U  ,  1 9 7 3 »  W i l e y  e t  a l .  ,  1 9 8 3 ) .  T h e r e ^  
a b o u t  A  t o  6  t i m e s  m o r e  HA t h a n  NA s p i k e s  a n d  i m m u n o e l e c t r o n  
m i c r o s c o p y  s h o w s  t h a t  t h e  NA s p i k e s  o c c u r  i n  p a t c h e s  ( M u r t l  a n d  
W e b s t e r  ,  1 9 8 6 ) .
T h e  l i p i d  b i l a y e r  i s  d e r i v e d  f r o m  t h e  h o s t  c e l l  m e m b r a n e  d u r i n g  
b u d d i n g  a n d  a m o u n t s  t o  o v e r  207. o f  t h e  m a s s  o f  t h e  v i r i o n  ( K a t e s  
e t  a l .  .  1 9 6 1 ) .  U n d e r l y i n g  t h i s  i s  an e l e c t r o n - d e n s e  l a y e r  o f  M 
p r o t e i n ,  a p p r o x I m a t e l y  6  nm t h i c k  ( A p o s t o l o v  a n d  F l e w e t t ,  1 9 6 9 )  
a c c o u n t i n g  f o r  407. o f  t h e  v i r i o n  p r o t e i n .
NP a n d  t h e  p o l y m e r a s e  p r o t e i n s ,  P B 1 ,  P B 2  a n d  P A a r e  a l s o  
I n t e r n a l .  I n  c o m b i n a t i o n  w i t h  t h e  v i r i o n  RNA t h e y  f o r m  
r i b o n u c l e o p r o t e l n  ( R N P ) s t r u c t u r e s  w h i c h  a r e  p r o b a b l y  h e l d  
t o g e t h e r  a s  h e l i c a l  n u c l e o c a p s i d s  i n  v i r i o n s  b y  M ( L e n a r d ,  1 9 7 8 ) .  
A n a l y s i s  o f  t h e  R N P s  l i b e r a t e d  b y  d i s r u p t i o n  o f  v i r i o n s  s h o w s
t h a t  t h e  RNA a n d  p r o v i d e
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e v i d e n c »  f o r  s p e c i f i c  a s s o c i a t i o n  w i t h  M ( R e e s  a n d  D i m m o c k ,
1 9 8 1 ) .  RNPs a p p e a r  a s  f l e x i b l e  r o d s  an d t h e i r  l e n g t h s ,  3 0 - 1 1 0  nm,
h a s  b e e n  c o r r e l a t e d  w i t h  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  t h e  ge n om e
5 0 0 - 9 4 0
s e g m e n t s  (C om p a n s  e t  a l . ,  1 9 7 2 )  .  T h e r e  a r e  ^  m o l e c u l e s  o f  NP 
p e r  v i r i o n  (C o m p a n s  an d C h o p p i n ,  1 9 75 )  an d i t  i s  t h e r e f o r e  
c a l c u l a t e d  t h a t  e a c h  m o l e c u l e  i n t e r a c t s  w i t h  a p p r o x i m a t e l y  2 0  
n u c l e o t i d e s  o f  RN A.  I t  i s  t h o u g h t  t h a t  t h e  RN A i s  e x p o s e d  on  t h e  
s u r f a c e  o f  t h e  RNP c o m p l e x e s  b e c a u s e  i t  c a n  b e  d i s p l a c e d  b y  
p o l y v i n y l  s u l p h a t e  ( P o n s  e t  a  1 .  , 1 9 69 )  an d c a n  b e  d i g e s t e d  b y
r i b o n u c l e a s e  w i t h o u t  d i s r u p t i n g  t h e  RNP s t r u c t u r e  ( D u e s b e r g ,
1 9 69  j  K i n g s b u r y  a n d  W e b s t e r ,  1 9 6 9 »  P o n s  e t  a l .  ,  1 9 6 9 ;  M u r t i  e t  
a l .  ,  I 9 6 0 ) .  I t  h a s  b e e n  e s t i m a t e d  t h a t  t h e r e  a r e  10 t o  20  
m o l e c u l e s  o f  e a c h  o f  t h e  p o l y m e r a s e  p r o t e i n s  p e r  v i r u s  p a r t i c l e  
( 1 . 1  t o  2 . 27 .  o f  t h e  t o t a l  p r o t e i n )  (K a w a k a m i  e t  a l . ,  1 9 8 1 a ) .
T h e r e  may a l s o  b e  o t h e r  p r o t e i n s  i n  v i r i o n s .  R e c e n t  e v i d e n c e  
s u g g e s t s  t h a t  a  p r o t e i n  p r e v i o u s l y  c l a s s e d  a s  a  n o n - s t r u c t u r a l  
p r o t e i n ,  M 2,  o c c u r s  i n  v i r i o n s  ( s e e  3 ( e )  b e l o w ) .  H o s t  p r o t e i n s  
a r e  a l m o s t  c o m p l e t e l y  e x c l u d e d  f r o m  t h e  m e m b r a n e  d u r i n g  a s s e m b l y  
( H o l l a n d  a n d  K l e i n ,  1 9 7 0 ) ,  b u t  t h e  p r e s e n c e  o *  a  m e m b r a n e - b o u n d  
h o s t  c a r b o x y p e p t i d a s e  h a s  b e e n  r e p o r t e d  ( G a r t e n  an d K l e n k ,  1 9 8 3 ) .
T h e  ge n o m e  s e g m e n t s  a r e  n u m b e r e d  1 t o  8  i n  d e c r e a s i n g  o r d e r  o f  
e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y  o n  g l y o x a l  g e l s  ( D e s e l b e r g e r  a n d  P a l e s s ,  
1 9 7 8 )  a n d  g e n e  a s s i g n m e n t  h a s  b e e n  r e v i e w e d  b y  Lamb ( 1 9 8 3 )  an d 
Lamb a n d  C h o p p i n  ( 1 9 8 3 ) .  S e g m e n t s  1 t o  6  c o d e  f o r  s i n g l e  
p o l y p e p t i d e s  w h e r e a s  s e g m e n t s  7  a n d  8  e a c h  e n c o d e  tw o
p o l y p e p t i d e s .
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3 . GENE P RO D U C T S
( a )  RNA S e g m e n t »  1 , 2  and 3 t
t h e  p o l y m e r a s e  p r o t e i n »  P B 2 ,  PB1 a n d  PA
T h e  t h r e e  l a r g e s t  RNA s e g m e n t s  c o d e  f o r  t h e  p o l y m e r a s e  p r o t e i n s  
P B 2 ,  P B 1 a n d  P A  r e s p e c t i v e l y ,  d e s i g n a t e d  on  t h e  b a s i s  o f  m o b i l i t y  
d u r i n g  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  a n d  e l e c t r o p h o r e s i s  ( H o r i s b e r g e r ,
1 9 8 0 ;  U l m a n e n  # t  a l .  .  1 9 8 1 ) .  T h e  p o l y m e r a s e  p r o t e i n s  a r e  p r e s e n t  
a s  a  c o m p l e x  c o m p o s e d  o f  P B 1 ,  PB2 an d PA i n  n u c l e o c a p s i d s  an d i n  
i n f e c t e d  c e l l s  (B r a a m  a t  f 1 9 8 3 ;  D e t j e n  a t  « 1 . .  1 9 9 7 ) .  T h e  
c o m p l e x  t r a n s c r i b e s  mRNA (K a w a k a m i  a n d  I s h l h a m a ,  1 9 8 3 ;  K a t o  e t  
a l . . 1 983 )  a n d  a l s o  p r o b a b l y  s y n t h e s i z e s  p r o g e n y  v i r a l  R N A .  T h e  
m e c h a n is m  o f  t r a n s c r i p t i o n  i s  c o n s i d e r e d  i n  d e t a i l  l a t e r .  I n  
v i t r o  PB2 b i n d s  t o  t h e  5 '  c a p  o f  h e t e r o l o g o u s  mRNA t h e «  p r i m e s  
t r a n s c r i p t i o n  ( U lm a n e n  e t  a l . .  1 9 8 1 ,  1 9 8 3 ;  B l a a s  e t  a l .  .  1 9 8 2 a , b ;  
Pe n n  e t  al^.  ,  1 9 8 2 ;  B r a a m - f l a r k s o n ,  e t  a l .  .  1 9 83 )  a n d  P B 1  i s  
r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  i n i t i a t i o n  and e l o n g a t i o n  r e a c t i o n e  o f  mRNA 
s y n t h e s i s  ( U l m a n e n  e t  al_.  ,  1 9 8 3 ;  Rom ane s an d H a y ,  1 9 8 4 ) .  T h e s e
s t u d i e s  c o n f i r m  r e s u l t s  o b t a i n e d  w i t h  t e m p e r a t u r e - s e n s  i  t i v e  
m u t a n t s  ( K r u g  e t  a l . .  , 1 9 7 3 ;  S c h o i t i s s e k  an d B o w l e s ,  1 9 7 3 ;  P a l e s e  
e t  a l .  . 1 9 7 7 »  w h i c h  a d d i t i o n a l l y  i n d i c a t e  a r o l e  f o r  P A  i n  vRNA 
s y n t h e s i s  ( r e v i e w e d  b y  W a h y ,  1 9 8 3 ) .
C o m p a r i s o n  o f  t h e  s e q u e n c e s  f o r  A / P R / 8 / 3 4  an d A / N T / 6 O / 6 B  (H 3 N 2 )  
s t r a i n s  s h o w s  9 7 ,  9 6  and 9 6 X  h o m o l o g y  f o r  P B 1 , PB 2 a n d  PA 
r e s p e c t i v e l y  a t  t h e  a m i n o - a c i d  l e v e l  a n d  t h e  PB2  a n d  P A  g e n e s  a r e  
c l o s e l y  r e l a t s d  t o  t h o s e  o f  H1N1 s t r a i n s  ( M u r p h y  a n d  W e b s t e r ,
1983).
6( b )  RNA S e g m e n t  4 :  t h e  h i e m a g g l u t i n i n  ( H A )
HA i s  t h e  m a j o r  e n v e l o p e  g l y c o p r o t e i n  a c c o u n t i n g  f o r  
a p p r o x i m a t e l y  4 / 5 t h  o f  t h e  s u r f a c e  s p i k e s  a n d  2 3  t o  33V. o f  t h e  
v i r i o n  p r o t e i n .  I t  i s  t h e  v i r a l  a t t a c h m e n t  p r o t e i n  an d p r o b a b l y  
c a u s e s  f u s i o n  o f  v i r a l  an d e n d o s o m a l  m e m b r a n e s  t h e r e b y  m e d i a t i n g  
p e n e t r a t i o n  o f  v i r a l  n u c l e o c a p s i d s  i n t o  t h e  c y t o p l a s m .  
A d d i t i o n a l l y  H A  i s  t h e  n e u t r a l i s a t i o n  a n t i g e n  a n d  e x h i b i t s  m a rk e d  
a n t i g e n i c  v a r i a t i o n  w h i c h  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  r e c u r r e n t  
o u t b r e a k s  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  i n f e c t i o n .  T h i r t e e n  s u b t y p e s  o f  HA 
h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  t h o u g h  t h e r e  i s  a n t i g e n i c  v a r i a t i o n  w i t h i n  
s u b t y p e s  ( K a t z  » t  a 1.  , 1 9 8 3 ) .
T h e  t h r e e - d i m e n s i o n a l  s t r u c t u r e  o f  HA r e l e a s e d  b y  b r o m e l a i n  (BH A)  
f r o m  A / A i c h l / 6 8  ( H 3 )  ha s  b e e n  d e t e r m i n e d  b y  x - r a y
c r y s t a l l o g r a p h y . BHA l a c k s  t h e  C - t e r m i n a l  h y d r o p h o b i c  r e g i o n  o f  
H A 2  a n d  a s c h e m a t i c  d i a g r a m  o f  t h e  HA m o n o m e r i s  s how n i n  F i g u r e  
2 .  S e q u e n c e  c o m p a r i s o n s  w i t h  H I ,  H2 a n d  o t h e r  H 3  s u b t y p e s  show  
c o n s e r v a t i o n  o f  s t r u c t u r a l l y  i m p o r t a n t  r e s i d u e s  s u g g e s t i n g  a 
s i m i l a r  t h r e e - d i m e n s i o n a l  s t r u c t u r e  f o r  a l l  H A s  ( W i l s o n  et^ al_.  , 
1 9 8 1 > .
E a c h  HA s p i k e  i s  co m p o se d  o f  t h r e e  H A 1 - H A 2  m o n o m e rs  w h i c h  
a s s o c i a t e  n o n —c o v a l e n t l y .  H A 1 , t h e  N —t e r m i n a l  p o r t i o n  ( m o l e c u l a r  
w e i g h t  a p p r o x i m a t e l y  4 3 , 0 0 0  t o  3 0 , 0 0 0 ) ,  c a r r i e s  t h e  3 - 3  
n e u t r a l  i s a t i o n  s i t e s  ( W i l e y  e t  a l .  ,  1 9 8 1 ;  C a t o n  a t  al_.  ,  1 9 8 2 ) .  
R e s i d u e s  2 2 6  a n d  2 2 8  c o n t r i b u t e  t o  t h e  v i r a l  a t t a c h m e n t  s i t e  an d 
a m i n o - a c i d  c h a n g e s  a t  t h e s e  r e s i d u e s  a l t e r  t h e  a b i l i t y  o f  v i r u s  
t o  b i n d  t o  r e c e p t o r s  ( R o g e r s  a n d  P a u l s o n ,  1 9 8 3 ;  N a e v e  e t  al_.  , 
1 9 8 4 ; R o g e r s  e t  a l . .  1 9 8 3 ) .
7SITE
F i g u r e  2»  S k e t c h  o f  t h e  t h r e e - d i m e n s i o n a l  » t r u c t u r *  o f  t h e  H3
h a e m a g g l u t i n i n  s h o w i n g  t h e  p o s i t i o n s  o f  t h e  a n t i g e n i c  
s i t e s
T h e  s h a d e d  a r e a s  s h o w  t h e  p r o b a b l e  l o c a t i o n  o f  t h e  a n t i g e n i c  
s i t e s .  I n  t h e  t r i m e r i c  H A  s p i k e  s i t e  D i s  b u r i e d  a n d  s i t e  E  i s  
o f t e n  o b s c u r e d  b y  c a r b o h y d r a t e .  T a k e n  f r o m  W i l s o n  a t  • i i ( 1 9 8 1 )  
a n d  C a t o n  e t  a U  ( 1 9 8 2 ) .
0T h e  i n t a c t  H A 2  h a *  a m o l t c u l a r  w e i g h t  o f  2 5 , 0 0 0  t o  3 0 , 0 0 0  and 
c o n t a i n s  t w o  h y d r o p h o b i c  r e g i o n s .  T h e  C - t e r m i n a l  h y d r o p h o b i c  
r e g i o n  o f  2 3 - 3 2  a m i n o  a c i d s  t r a v e r s e s  t h e  m e m b r a n e ,  a n c h o r i n g  t h e  
H A .  T h e  N - t e r m i n a l  h y d r o p h o b i c  r e g i o n ,  p r e s e n t  i n  B H A ,  i s  t h e  
m o s t  h i g h l y  c o n s e r v e d  r e g i o n  o f  t h e  HA a n d  i s  t h o u g h t  t o  be 
r e s p o n s i b l e  f o r  p e n e t r a t i o n  o f  v i r u s  i n t o  c e l l s .
MA ha s b e e n  s t u d i e d  a s  a m o d e l  f o r  s y n t h e s i s  an d t r a n s p o r t  o f  
c e l l u l a r  p r o t e i n s  ( s e e  G a r o f f ,  1 9 85  f o r  r e v i e w i  D o y l e  e t  a l . .
1 9 8 5 ;  G e t h i n g  e_t a l .  ,  1 9 8 6 b ) .  HA i s  s y n t h e s i z e d  a s  a  m o n o m e r i c  
s u b u n i t  ( F i g u r e  3 )  on  p o l y s o m e s  b o u n d  t o  t h e  e n d o p l a s m i c  
r e t i c u l u m .  T h e  e l o n g a t i n g  c h a i n  i s  i n s e r t e d  i n t o  t h e  v e s i c l e  o f  
t h e  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  b y  t h e  N - t e r m i n a l  s i g n a l  p e p t i d e  and 
t r a n s f e r r e d  t o  t h e  lum e n  w h e r e  i n i t i a l  g l y c o s y l a t i o n  a n d  f o l d i n g  
o f  t h e  p o l y p e p t i d e  t a k e s  p l a c e .  HA t r i m e r s  f o r m  b e f o r e  t h e  
p r o t e i n  i s  t r a n s p o r t e d  t o  t h e  G o l g i  a p p a r a t u s  ( G e t h i n g  e t  a l . .  
1 9 8 6 b ) .  T w o  p r o t e o l y t i c  m o d i f i c a t i o n s  a r e  i n v o l v e d  i n  m a t u r a t i o n .  
F i r s t l y ,  t h e  s i g n a l  p e p t i d e  c o m p r i s i n g  1 6  a m i n o  a c i d s  i s  r e m o v e d .  
L a t e r  a  t r y p s i n - l i k e  e n z y m e  a n d  a c a r b o x y p e p t l d a s e  c l e a v e  t h e  
m o l e c u l e ,  r e m o v e  an  a r g i n i n e  r e s i d u e ,  a n d  s o m e t i m e s  o t h e r  a m i n o  
a c i d s  ( G a r t e n  e t  a l .  ,  1 9 8 2 ) ,  y i e l d i n g  a  mono me r o f  H A 1 - H A 2  
c o v a l e n t l y  l i n k e d  b y  a  d i s u l p h i d e  b o n d .  T h e  h y d r o p h o b i c  
C - t e r m i n a l  s e q u e n c e  o f  HA2 a n c h o r s  t h e  HA i n  t h e  m e m b r a n e  an d 10 
a m i n o  a c i d s  a r e  e x p o s e d  on  t h e  i n t r a c e l  l u l a r  s i d e  o f  t h e  m e m b ra n e .
P r o t e o l y t i c  c l e a v a g e  t o  HA1 a n d  HA 2 i s  d e p e n d e n t  o n  v i r u s  s t r a i n ,  
h o s t - c e l l  t y p e  a n d  g r o w t h  c o n d i t i o n s  ( L a z a r o w l t z  e t  a l .  ,  1 9 7 1 ,  
1 9 7 3 a , b ;  K l e n k  e t  al_.  ,  1 9 7 2 ;  K a w a o k a  e t  al_.  ,  1 9 8 4 ) .  I t  c a n  b e  
e f f e c t e d  ¿ n  v i t r o  u s i n g  t r y p s i n - l i k e  e n z y m e s  ( A p p l e y a r d  and
F i g u r e  3s S c h e m a t i c  d i a g r a m  o f  t h e  H 3  HA s e q u e n c e .
T h e  N - t e r m i n a l  s e q u e n c e ,  w h i c h  i s  c l e a v e d  o f f  d u r i n g  
c o - t r a n s l a t i o n a l  m e m b ra n e  i n s e r t i o n  i s  s h o w n .  T h e  p o s i t i o n  o f  t h e  
C - t e r m i n a l  u n c h a r g e d  me m b ra n e  a n c h o r i n g  d o m a i n  i s  s h o w n ,  t o g e t h e r  
w i t h  t h e  s i t e  o f  p r o t e o l y t i c  c l e a v a g e  w h i c h  y i e l d s  p o l y p e p t i d e  
c h a i n s  H A 1 a n d  HA2 w h i c h  i s  a c c o m p a n i e d  b y  a c t i v a t i o n  o f  
i n f e c t i v i t y .  T h e  d i s u l p h i d e  b o n d s  a r e  s h o w n  an d c a r b o h y d r a t e  
a t t a c h m e n t  s i t e s  a r e  i l l u s t r a t e d  b y  t h e  l i n e  an o r i r c l e .  A d a p t e d  
f r o m  W i l s o n  e t  a l , .  ( 1 9 B 1 )  b y  Lamb ( 1 9 8 3 1 .
1 0
M a b e r ,  1 9 7 4 ;  L a z a r o w i t z  et_ al_.  ,  1 973 a>  a n d  r t i u l t s  i n
c o n f o r m a t i o n a l  ( S k e h e l  e t  a l .  .  1 9 8 2 )  a n d  a n t i g i n i c  R a n g e s  
( J a c k s o n  an d N e s t e r o w i c z ,  1 9 8 5 )  i n  t h e  H A .  R t c a p t o r  b i n d i n g  i s  
n o t  d c p a n d a n t  on  c l e a v a g a  ( L o h n a y a r  a n d  K l e n k ,  1 9 7 9 }  M c C a u l e y  a t  
a l .  ,  1 9 8 0 )  a n d  v i r u s  w i t h  u n d a a v a d  H A  a t t a c h e s  t o  e v i l s ,  b u t  i s  
n o t  i n t a r n a l i s a d  ( S c h o l t i s s a k , 1 9 8 6 ) .  P r o t s o l y t i c  c l a a v a g a  
h o w e v e r  i s  r e q u i r e d  f o r  f u l l  i n f e c t i v i t y  ( K l e n k  a t  al_. ,  1 9 7 3 }  
L a z a r o w i t z  a n d  C h o p p i n ,  1 9 7 3 )  a n d  f o r  i ^  v i  t r o  m e m b ra n e  f u s i o n  
a c t i v i t y  (H u a n g  a t  a l . , 1 9 8 0 a ) .  C l e a v a g e  o f  t h e  HA i n c r e a s e s  
p a t h o g e n i c i t y  ( B o s c h  a t  a l .  .  1 9 7 9 ;  R o t t ,  1979| K o w a o k a  et_ a l .  .
1 9 8 4 1 K l e n k  et^ a l .  ,  1 9 8 4 )  a n d  f a c i l i t a t e s  s p r e a d  o f  i n f e c t i o n  i n  
t h e  h o s t  ( R o t t  a t  al_ .  ,  1 9 8 0 }  B o s c h  a t  a l . ,  1981* R o t t  a n d  K l e n k ,  
1 9 8 6 ) .  A d m i n i s t r a t i o n  o f  a  p r o t e a s e  i n h i b i t o r  t o  i n f e c t e d  m i c e  
r e s u l t e d  i n  a  1 0 0 - f o l d  r e d u c t i o n  i n  v i r u s  y i e l d ,  t h e  HA o f  t h e  
p r o g e n y  v i r u s  w as  u n c l e a v e d  a n d  t h e  m i c e  w e r e  a b l e  t o  c l e a r  t h e  
v i r u s  ( Z h i r n o v  e t  a l .  ,  1 9 8 4 ) .  I n  m i c e  i n f l u e n z a  v i r u s  i n f e c t i o n  
i s  p o t e n t i a t e d  b y  s t r a i n s  o f  S t a p h y l o c o c c u s  a u r e u s  t h a t  p r o v i d e  
p r o t e a s e s  w h i c h  a c t i v a t e  t h e  HA ( T a s h i r o  e t  al_.  ,  1 9 8 7 a , b > .
A f t e r  c o — t r a n s l a t i o n a l  c o r e  g l y c o s y l a t i o n  i n  t h e  e n d o p l a s m i c  
r e t i c u l u m  ( C o m p a n s ,  19 73 b | H a y ,  19 74* K l e n k  e t  a l . ,  1974* E l d e r  
e t  a l . ,  1979* M c C a u l e y  e t  a l . ,  1 9 8 0 )  f u r t h e r  c a r b o h y d r a t e  
r e s i d u e s  a r e  a d d e d  a n d  t r i m m e d  d u r i n g  t r a n s p o r t  t o  t h e  p l a s m a  
m e m b r a n e  ( C o m p a n s ,  19 73b* R o t t  a n d  K l e n k ,  1 9 7 7 ) .  I n  t h e  m a t u r e  H 3  
m o l e c u l e  t h e r e  a r e  f o u r  g l y c o s y l a t e d  s i t e s  on  H A  1 a n d  o n e  o n  H A 2  
( W a r d  a n d  D o p h e l d e ,  1981* W i l s o n  e t  al_ .  ,  1 9 8 1 ) .  T h e  e x t e n t  o f  
g l y c o s y  l a t i o n  a n d  t h e  p o s i t i o n  o f  t h e  c a r b o h y d r a t e  r e s i d u e s  
i n f l u e n c e s  t h e  a b i l i t y  o f  HA t o  b i n d  r e c e p t o r s  (D eom  e t  al_.  ,
1 9 8 6 )  a n d  i t s  a n t i g e n i c i t y .  R a b b i t  a n d  g o a t  a n t i s e r a  r a i s e d  
a g a i n s t  i n f l u e n z a  v i r u s  r e a c t  p o o r l y  w i t h  d e g  1y c o s y l a t e d  HA
11
( A l e x a n d e r  an d E l d e r ,  1 9 8 4 )  a n d  a m u t a t i o n  ha s  b e e n  d e s c r i b e d  
t h a t  i n t r o d u c e s  a new g l y c o s y l a t i o n  s i t e  r e s u l t i n g  ¿ n  t h e  m a s k i n g  
o f  an  e p i t o p e  ( S k e h e l  e t  a l .  ,  1 9 8 4 ) .  A d d i t i o n a l l y  t h e  l o s s  o f  a
g l y c o s y  l a t i o n  s i t e  ha s  b e e n  s h o w n  t o  f a c i l i t a t e  c l e a v a g e  o f  HA t o  
HA1 a n d  HA2 a n d  t h e r e b y  e n h a n c e  v i r u l e n c e  (K a w a o k a  * t  a l . .  1 9 8 4 ) .
<c> RNA S e g m e n t  3 i  n u d e o p r o t e i n  (NP)
NP ( m o l e c u l a r  w e i g h t  3 6 , 0 0 0 )  i s  on e  o f  t h e  t y p e  s p e c i f i c  a n t i g e n s  
u s e d  t o  d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  A ,  B and C v i r u s e s ,  b u t  some  m i n o r  
v a r i a t i o n s  o c c u r  w i t h i n  t h e  N P  o f  t y p e  A  v i r u s e s  ( S c h i l d  e £  a l . .  
1 9 7 9 1 v a n  Wyk e £ £  .  , 1 9 8 0 ) .  I t  i s  t h e  m a j o r  n u c l e o c a p s i d
p r o t e i n :  t h e r e  a r e  e s t i m a t e d  t o  be  3 0 0 - 9 4 0  m o l e c u l e s  p e r  v i r i o n  
(C o m p a n s  an d C h o p p i n ,  1 9 7 3 ) .
NP i s  a r g l n i n e - r  l c h  an d b i n d s  RNA i n  s t r u c t u r a l  n u c  l e o c a p s i d s  
( RNA— ) an d r e p l i c a t i v e  n u c  1 e o c a p s i d s  (RNA-*- ) .  I t  w a s  t h o u g h t  t o  b e  
i n v o l v e d  i n  RNA p o l y m e r  i s a t  i o n  b u t  t h i s  a p p e a r s  u n l i k e l y  a s  
N P - f r e e ,  R N A - p r o t e i n  c o m p l e x e s  c a p a b l e  o f  RNA s y n t h e s i s  h a v e  
b e e n  p r o d u c e d  (K a w a k a m i  a n d  I s h i h a m a ,  1 9 8 3 j  K a t o  e t  a l .  .  1 9 8 3 ) .  
T h e r e f o r e ,  NP h a s  n o  e n z y m i c  r o l e  i n  RNA s y n t h e s i s  a n d  t h e  
o b s e r v e d  I n h i b i t i o n  o f  t r a n s c r i p t i o n  i j i  v i t r o  b y  a n t i - N P  
a n t i b o d i e s  ( v a n  Wyke e t  a ] . ,  1 9 8 0 )  m u s t  b e  d u e  t o  s t e r i c
h i n d r a n c e .  H o w e v e r ,  NP m a y  p l a y  a  r o l e  i n  RNA r e p l i c a t i o n  b y  
c a u s i n g  t h e  s w i t c h  f r o m  t r a n s c r i p t i o n  o f  mRNA ( I n c o m p l e t e  
t r a n s c r i p t s  o f  v R N A )  t o  t e m p l a t e  cRNA b y  p r e v e n t i n g  t e r m i n a t i o n  
o f  t r a r . s c r i p t i o n  a t  p o l y a d e n y l a t i o n  s i t e s  ( B e a t o n  a n d  K r u g ,
1 9 8 6 ) .  I n  t h e  n u c l e i  o f  i n f e c t e d  c e l l s  f r e e  NP wa s f o u n d  a s  w e l l  
a s  NP a s s o c i a t e d  w i t h  n u c  1 e o c a p s i d s  a n d ,  b y  d e p l e t i o n ,  i t  w as  
s h o w n  t h a t  i t  w as  t h e  f r e e  N P  t h a t  a c t e d  a s  a n t i t e r m i n a t o r
T e m p e r  a t  L i r e - s e n s  1 1 i v e  NP m u t a n t s  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  t h a t  y i e l d  no  
i n f e c t i o u s  p r o g e n y  a t  t h e  n o n - p e r m l s s i v e  t e m p e r a t u r e  ( S c h o l t i s s e k  
a n d  B o w l e s ,  1 9 7 5 )  b u t  w h i c h  s y n t h e s i z e  n o r m a l  a m o u n t s  o f  v i r i o n  
c o m p o n e n t s  s u g g e s t i n g  t h a t  a s s e m b l y  i s  d e f e c t i v e .  N u c  l e o c a p s i d s  
i n t e r a c t  w i t h  M ( R e e s  a n d  D l m m o c k ,  1 981 )  s u p p o r t i n g  t h e  p r o p o s a l  
t h a t  v i r i o n  a s s e m b l y  i n v o l v e s  s u c h  an i n t e r a c t i o n  a t  t h e  p l a s m a  
m e m b ra n e  ( C h o p p i n  « t  al_.  ,  1 9 7 2 j  Co m p a ns  a n d  C h o p p i n ,  1 9 7 5 )  a s 
p o s t u l a t e d  f o r  S e n d a i  v i r u s  ( S h i m i z u  an d I s h a d a ,  1 9 7 5 )  .
NP i s  a  p h o s p h o p r o t e i n  a n d  e x i s t s  i n  d i f f e r e n t  p h o s p h o r y l a t i o n  
s t a t e s  i n  t h e  sa m e  c e l l  ( P r i v a l s k y  and P e n h o e t ,  1 9 7 7 ,  1 9 7 8 }
A l m o n d  an d F e l s e n r e i c h ,  1 9 8 2 )  a n d  t h e  e x t e n t  o f  p h o s p h o r y l a t i o n  
v a r i e s  b e t w e e n  c e l l  t y p e s  ( K i s t n e r  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  P h o s p h o r y l a t i o n  
o c c u r s  w i t h i n  t e n  m i n u t e s  o f  s y n t h e s i s  a n d  t h e  p r o p o r t i o n  o f  NP 
w h i c h  i s  p h o s p h o r y l a t e d  i n c r e a s e s  a s  i n f e c t i o n  p r o g r e s s e s  ( A l m o n d  
a n d  F e l s e n r e i c h ,  1 9 8 2 ) .  T h e  f u n c t i o n a l  s i g n i f i c a n c e  o f  t h i s  
o b s e r v a t i o n  i s  n o t  c l e a r .  P h o s p h o r y l a t l o n  o f  NP i n  n u c  l e o c a p s i d s  
i n c r e a s e s  t r a n s c r  1 p t a s e  a c t i v i t y  i_n v i t r o  (K a m a t a  a n d  U a t a n a b e ,  
1 9 7 7 )  a n d  ¿ n  v i v o  i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  p h o s p h o r y l a t i o n  i s  
a s s o c i a t e d  w i t h  t r a n s p o r t  o f  NP t o  t h e  n u c l e u s  ( A l m o n d  a n d  
F e l s e n r e i c h ,  1 9 8 2 ) .  H o w e v e r ,  u s i n g  t h e  same  v i r u s - c e l l  
c o m b i n a t i o n  P e t r i  a n d  D im m ock  ( 1 9 8 1 )  f o u n d  n o  e v i d e n c e  t o  s u p p o r t  
t h i s .
F u r t h e r  h e t e r o g e n e i t y  o f  i n t r a c e l l u l a r  NP r e s u l t s  f r o m  
p r o t e o l y t i c  c l e a v a g e  i n  so m e  c e l l  t y p e s .  L a t e  i n  i n f e c t i o n  a 
5 3 , 0 0 0  m o l e c u l a r  w e i g h t  p r o d u c t  a c c u m u l a t e s  b u t  t h e  f u l l  s i z e  
p r o t e i n  ( 5 6 , 0 0 0  m o l e c u l a r  w e i g h t )  i s  p r e f e r e n t i a l l y  p a c k a g e d  i n t o
1v i r i o n »  ( Z h i r n o v  a n d  B u k r i n s k a y a ,  1 9 0 1 ) .
F i v t  g r o u p s  o f  NP g e n e s  h a v t  b e en  d e f i n e d  b y  c o m p e t i t i v e  RN A -R N A  
h y b r i d i s a t i o n  a n a l y s i s .  Human a n d  » M i n e  s t r a i n s  f a l l  i n t o  o n e  
g r o u p ,  a v i a n  s t r a i n s  f a l l  i n t o  t w o  g r o u p s  a n d  e q u i n e  s t r a i n s  make 
u p  t h e  r e m a i n i n g  t w o  g r o u p s  ( B e a n ,  1 9 0 4 ) .  NP may t h e r e f o r e  
c o n t r i b u t e  t o  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  s p e c i e s  s p e c i f i c i t y  ( T i a n  » t  
a l . ,  1 9 0 5 ) .
( d )  RNA S e g m e n t  6 i  t h e  n e u r a m i n i d a s e  ( N A )
NA i s  an i n t e g r a l  m e m b ra n e  p r o t e i n  nam ed f o r  i t s  r e c e p t o r  
d e s t r o y i n g  a c t i v i t y  w h i c h  c l e a v e s  t e r m i n a l  n - a c e t y l  n e u r a m i n i c  
a c i d  ( s i a l i c  a c i d )  r e s i d u e s  f r o m  c a r b o h y d r a t e  c h a i n s  i n  
g l y c o p r o t e i n s  ( G o t t s c h a l k ,  1 9 5 7 ) .  T h e  m u s h r o o m - s h a p e d  NA s p i k e s  
( m o l e c u l a r  w e i g h t  a p p r o x i m a t e l y  2 2 0 , 0 0 0 )  c o m p o s e  a p p r o x i m a t e l y  
1 / 5 t h  o f  t h e  e n v e l o p e  s p i k e s .  E a c h  s p i k e  i s  a  t e t r a m e r  ( C o l m a n  e t  
a l . .  1 9 0 3 )  a n d  t h e  c o n s t i t u e n t  p o l y p e p t i d e s  ( m o l e c u l a r  w e i g h t  
a p p r o x i m a t e l y  5 6 , 0 0 0 )  a r e  l i n k e d  b y  d i s u l p h i d e  b o n d s  ( L a z d i n s  e t  
a l . .  1 9 7 2 ) .  T h e r e  a r e  n i n e  s u b t y p e s  o f  NA a n d  t h e
t h r e e - d i m e n s i o n a l  s t r u c t u r e  o f  t h e  N 2  s u b t y p e  h a s  b e e n  d e t e r m i n e d  
( V a r g h e s e  e t  a l . .  ,  1 9 0 3 ) .
B i o s y n t h e s i s  o f  t h e  NA f o l l o w s  a s i m i l a r  p a t h w a y  t o  H A .  NA i s  
c o - t r a n s l a t l o n a l l y  i n s e r t e d  i n t o  t h e  m e m b r a n e  o f  t h e  e n d o p l a s m i c  
r e t i c u l u m  w h e r e  t h e  n a s c e n t  p o l y p e p t i d e  i s  c o r e  g l y c o s y l a t e d  an d 
may a s s e m b l e  i n t o  t e t r a m e r s  ( B r e u n i n g  a n d  S c h o l t l s s e k ,  1 9 0 6 ) .  
F u r t h e r  g l y c o s y l a t i o n  o c c u r s  d u r i n g  t r a n s p o r t  t o  t h e  p l a s m a  
m e m b ra n e  ( C o m p a n s ,  1 9 7 3 b ;  S t a n l e y  e t  a l . .  1 9 7 3 ;  H a y ,  1 9 7 4 »  K l e n k  
e t  a l . .  1 9 7 4 )  b u t  p r o t e o l y t i c  c l e a v a g e  i s  n o t  i n v o l v e d  i n
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m a t u r a t i o n  o< N A .  A  s i n g l e  e x t e n d e d  h y d r o p h o b i c  r e g i o n  ( r e s i d u e s  
7  t o  3 3 )  a c t s  a s  b o t h  s i g n a l  s e q u e n c e  a n d  a n c h o r s  t h e  p r o t e i n  b y 
i t s  N - t e r m i n u s  i n  m e m b ra n e s  ( F i e l d s  e t  < 1 .  ,  19 81 ;  B l o k  e t  a l . »  
1 9 8 2 ) .
T h e  r o l e  o (  t h e  NA i s  u n c l e a r  b u t  i t s  e n z y m e  a c t i v i t y  h a s  b e e n  
p o s t u l a t e d  t o  b e  r e q u i r e d  - fo r  f u s i o n  o f  c e l l  an d v i r a l  m e m b r a n e s  
( H u a n g  et_ al_.  ,  1 9 8 0 b )  ,  r e l e a s e  o f  p r o g e n y  v i r u s  f r o m  i n f e c t e d
c e l l s  ( P a l e s e  a n d  S c h u l m a n ,  1 9 7 4 }  P a l e s e  e t  a l . ,  1 9 7 4 ) ,  
p r o d u c t i o n  o f  s i a l i c  a c i d  f r e e  v i r i o n s  ( K l e n k  e t  a l . .  1 9 7 0 )  w i t h  
c o r r e c t l y  c l e a v e d  HA ( S c h u l m a n  a n d  P a l e s e ,  1 9 7 7 )  a n d  p e n e t r a t i o n  
o f  v i r u s  t h r o u g h  t h e  b a r r i e r  o f  s i a l o m u c o p r o t e l n s  i n  t h e  
r e s p i r a t o r y  t r a c t  (Lamb a n d  C h o p p i n ,  1 9 8 3 ) .
W h i l s t  t h e  HA i s  r e s p o n s i b l e  f o r  m e m b r a n e - f u s i o n ,  NA may p l a y  an 
a c c e s s o r y  r o l e  ( s e e  P a r t  4  b e l o w ) .  T h e  m o s t  c o n v i n c i n g  e v i d e n c e  
f o r  NA c o n t r i b u t i n g  t o  m e m b r a n e - f u s i o n  i s  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  
f u s i o n  i s  p r e v e n t e d  b y  i n h i b i t i o n  o f  a c t i v i t y  w i t h  a n t i - N A  
a n t i b o d y  ( H u a n g  e t  a l . ,  1 9 8 1 )  a n d  r e s t o r a t i o n  o f  f u s i o n  b y  
a d d i t i o n  o f  V i b r i o  c h o l e r a s  n e u r a m i n i d a s e  (H u a n g  a t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  
T i s s u e  c u l t u r e  c e l l s  e x p r e s s i n g  o n l y  H A  c a n  b e  f u s e d  t o  e a c h  
o t h e r  ( W h i t e  e t  al_.  ,  1 9 8 2 )  b u t  t h i s  d o e s  n o t  e x c l u d e  a r o l e  f o r  
n e u r a m i n i d a s e  a c t i v i t y  a s  a n i m a l  c e l l s  c o n t a i n  e n d o g e n o u s  
n e u r a m i n i d a s e s  ( S c h a u e r ,  1 9 8 3 ) .
T h e  s u g g e s t i o n  t h a t  NA i s  r e s p o n s i b l e  f o r  r e l e a s e  o f  p r o g e n y  
v i r u s  b y  f r e e i n g  v i r u s  f r o m  s i a l i c  a c i d  r e s i d u e s  o n  h o s t  c e l l s  
a r i s e s  f r o m  s t u d i e s  w i t h  a n t i b o d i e s  a n d  t e m p e r a t u r e - s e n s i t l v e  
m u t a n t s  ( S e t o  a n d  R o t t ,  1 9 6 6 »  C o m p a n s  e t  a T .  ,  1 9 6 9 ;  P a l e s e  ejt 
« 1 . 1 9 7 4 )  b u t  i s  p r o b a b l y  i n c o r r e c t .  V i r u s  p a r t i c l e s  a r e  f o r m e d
1a n d  r e l e a s e d  when v i r a l  NA i s  i n a c t i v e  ( S c h o l t i s s e k  a n d  B o w l e s ,  
1 9 7 5 j  B r e u n i n g  a n d  S c h o l t i  s e e k ,  1 986 )  o r  i n a c t i v a t e d  b y  
m o n o v a l e n t  a n t i b o d y  f r a g m e n t s  ( B e c h t  e t  a l . ,  1 9 7 1 ) .  A n t i b o d i e s
p r o b a b l y  p r e v e n t  r e l e a s e  b y  o p p o s i n g  t h e  c u r v a t u r e  o f  t h e  
c y t o p l a s m i c  m e m b ra n e  d u r i n g  b u d - f o r m a t i o n  ( D u b o i s - D a l c q  e t  a l . ,  
1 9 84 )  b u t  r e l e a s e  o f  v i r u s  p a r t i c l e s  w i t h  i n a c t i v e  NA may i n v o l v e  
e n d o g e n o u s  n e u r a m i n i d a s e  ( S c h a u e r ,  1 9 8 3 )  a n d  t h e  a r g u m e n t  r e m a i n s  
u n r e s o l v e d .
NA may c o n t r i b u t e  t o  m a t u r a t i o n  o f  v i r u s  b y  d e p l e t i o n  o f  s i a l i c  
a c i d  r e s i d u e s  f r o m  v i r i o n s  ( K l e n k  e t  a l .  ,  1 9 7 0 ) .  A 
t e m p e r a t u r e - s e n s l t i v e  m u t a n t  d e f e c t i v e  i n  NA a c t i v i t y  g a v e  r i s e  
t o  c l u m p s  o f  v i r u s  a t  t h e  n o n - p e r m i s s i v e  t e m p e r a t u r e  ( P a l e s e  e t  
a l .  i 1 9 7 4 ) .  T h e  p r o g e n y  c o n t a i n e d  s i a l i c  a c i d  r e s i d u e s  n o t  
n o r m a l l y  p r e s e n t  i n  v i r i o n s  t o  w h i c h  i t  w a s  p o s t u l a t e d  t h e  HA 
b o u n d .  R e m o v a l  o f  s i a l i c  a c i d  r e s i d u e s  f r o m  HA i s  t h o u g h t  b e  
n e c e s s a r y  f o r  p r o t e o l y t i c  a c t i v a t i o n  ( S c h u l m a n  an d P a l e s e ,  1 9 7 7 )  
b u t  t h e r e  a p p e a r s  t o  b e  n o  s t r i c t  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  NA a c t i v i t y  
a n d  p a t h o g e n i c i t y  ( B o s c h  e t  a l .  .  1 9 7 9 > .  A  r e a s s o r t a n t  w i t h  NA 
t h a t  i s  i n a c t i v e  a b o v e  4 0 ° C  w a s  a s  p a t h o g e n i c  b y  i n t r a - m u s c u l a r  
i n o c u l a t i o n  i n t o  c h i c k e n s  ( b o d y  t e m p e r a t u r e  4 1 ° C )  a s  t h e  F P V  
p a r e n t  v i r u s  ( B r e u n i n g  a n d  S c h o l t l s s e k ,  1 9 8 6 ) .
F i n a l l y ,  t h e  t a r g e t  c e l l s  f o r  i n f l u e n z a  i n  m an y a n i m a l s  f o r m  t h e  
e p i t h e l i u m  o f  t h e  r e s p i r a t o r y  t r a c t .  T h e  t r a c t  i s  l i n e d  w i t h  
s i a l i c  a c i d - c o n t a i n i n g  g l y c o p r o t e i n s  t o  w h i c h  t h e  HA a p p e a r s  t o  
b i n d ,  r e d u c i n g  i n f e c t i v i t y  ( S h e n  an d G i n s b e r g ,  1 9 6 8 ) .  T h e  
p r o b a b i l i t y  o f  a  g i v e n  v i r i o n  r e a c h i n g  a  c e l l  w o u l d  b e  i n c r e a s e d  
i f  t h e  NA r e l e a s e d  v i r u s  a t t a c h e d  t o  f r e e  g l y c o p r o t e i n s  a n d  i t  
may b e  t h a t  t h e  f u n c t i o n  o f  v i r a l  NA i s  t o  p e r m i t  e n t r y  a t  t h e
16
s i t e  o f  n a t u r a l  i n f e c t i o n  ( B r e u n i n g  an d S c h o l t i i t c k ,  1 9 0 6 ) .
R e l a t e d  t o  t h i s ,  N A c a n  m o d i f y  g a n g l i o s i d e s  r a i s i n g  t h e  
p o s s i b i l i t y  t h a t  NA a l t e r s  a  p r i m a r y  r e c e p t o r  t o  a  f o r m  
r e c o g n i s e d  b y  HA ( S l e p u s h k i n  e t  a l . .  1 9 B S ) .
( e )  RN A s e g m e n t  7 t  M e m b r an e  p r o t e i n  M l ^ a n d  M2 an d M3
G en o m e  s e g m e n t  7 g i v e s  r i s e  t o  t h r e e  mRNAs (L a m b  e t  a l . ,  1 981 )  
b u t  t r a n s l a t i o n  p r o d u c t s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  f o r  o n l y  tw o .  T h e  
r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  ge n o m e  s e g m e n t ,  mRNAs a n d  p o l y p e p t i d e s  
i s  s h o w n  i n  F i g u r e  4 .
Ml ( m o l e c u l a r  w e i g h t  2 8 , 0 0 0 )  i s  t h e  s e c o n d  t y p e - s p e c i f i c  a n t i g e n  
t h o u g h  m i n o r  a n t i g e n i c  d i f f e r e n c e s  a r e  d e t e c t a b l e  ( L e C o m t e  and 
O x f o r d ,  1 9 8 1 ;  v a n  U y k e  et^ a l .  , 1 9 8 4 ) .  I n  common w i t h  NP i t  i s  a  
p h o s p h o p r o t e i n  ( G r e g o r i a d e s  e t  a l . ,  1 9 8 4 )  a l t h o u g h  
p h o s p h o r y l a t i o n  i s  n o t  o b l i g a t o r y  f o r  r e p l i c a t i o n  ( K i s t n e r  e t  
a l .  ,  1 9 8 3 )  a n d  Ml  h a s  b e e n  i m p l i c a t e d  i n  h o s t - r a n g e  r e s t r i c t i o n
( K l i m o v  e t  al . .  ,  1 9 8 3 ;  T i a n  e t  al_.  ,  1 9 8 3 »  B u c k l e r - W h i t e  e t  a l .  , 
1 9 8 6 ) .  Ml i s  e n c o d e d  b y  737. o f  a n  mRNA t h a t  i s  c o l  i n e a r  t o  t h e  
g e n o m e  s e g m e n t  ( L a m b ,  1 9 8 3 )  w h i c h  i s  t r a n s l a t e d  o n  f r e e  r i b o s o m e s  
( C o m p a n s ,  1 9 7 3 a ;  H a y ,  1 9 7 4 ) .  S i n c e  i t  l a c k s  a  s i g n a l  s e q u e n c e .  M l  
i s  t r a n s p o r t e d  t o  t h e  c e l l  s u r f a c e  b y  a  m e m b r a n e - i n d e p e n d e n t  
p a t h w a y .
Ml  i s  t h o u g h t  t o  p l a y  a n  i m p o r t a n t  s t r u c t u r a l  r o l e  a n d  t h i s  i s  
s u p p o r t e d  b y  o b s e r v a t i o n s  t h a t  v i r u s  p a r t i c l e s  w i t h  r e d u c e d  
q u a n t i t i e s  o f  Ml a r e  m o r e  f r a g i l e  ( K e n d a l  et_ a l .  « 1 9 7 7 j  
B u k r i n s k a y a  e t  al_.  ,  1 9 8 1 ) .  F u r t h e r m o r e ,  M l  i s  t h e  m o s t  a b u n d a n t
s t r u c t u r a l  p r o t e i n  ( S k e h e l  a n d  S c h i l d ,  1 9 7 1 )  a n d ,  a t  an e s t i m a t e d
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F i g u r *  4s D i a g r a m  s h o w i n g  t h e  r e l a t i o n s h i p  o f  ge nom e s e g m e n t  7 
t o  t h e  t h r e e  mRNAs s p e c i f i e d .
T h e  s h a d e d  b o x e s  r e p r e s e n t  t h e  c o d i n g  r e g i o n s  a n d  i n d i c a t e  t h e  
r e a d i n g  f r a m e  l . e .  M l  an d t h e  p u t a t i v e  M3 p e p t i d e  a r e  i n  t h e  same 
r e a d i n g  f r a m e  d i s t i n c t  f r o m  t h a t  o f  M2.  T h e  t h i n  l i n e s  a r e  
n o n — c o d i n g  r e g i o n s  a n d  t h e  V - s h a p e d  r e g i o n s  a r e  r e m o v e d  b y  
s p l i c i n g .  T h e  f i l l e d  b o x e s  m a r k  t h e  p o s i t i o n  o f  h o s t - d e r i v e d  
p r i m e r  s e q u e n c e s  ( s e e  F i g u r e s  > .  A d a p t e d  b y  K i n g s b u r y  ( 1 9 0 5 )  f r o m  
L a m b  ( 1 9 0 3 ) .
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3 , 0 0 0  t o  4 , 0 0 0  m o l e c u l e s  p e r  v i r i o n ,  i s  t h e  o n l y  p r o t e i n  p r e s e n t  
i n  s u f f i c i e n t  q u a n t i t y  t o  f o r m  t h e  e l e c t r o n - d e n s e  l a y e r  t h a t  
u n d e r l i e s  t h e  l i p i d  b i l a y e r  i n  v i r i o n s  ( A p o s t o l o v  a n d  F l e w e t t ,  
1 9 6 9 ;  C o m p a ns  a n d  D i m m o c k ,  1 9 6 9 ;  B a c h i  e t  a l . ,  1 9 6 9 ;  C o m p a n s  e t  
a l . .  1 9 7 2 ;  S c h u l z e ,  1 9 7 2 ) .  P r o t e o l y t i c  d i g e s t i o n  o f  i n t a c t  
v i r i o n s  r e m o v e s  t h e  g l y c o p r o t e i n  s p i k e s  b u t  Ml r e m a i n e d  i n t a c t  
(C o m p a n s  e t  a l « ,  1970> c o n s i s t e n t  w i t h  l o c a t i o n  o f  M l  b e n e a t h  t h e  
l i p i d .  Ml i s  e x t e r n a l  t o  n u c l e o c a p s i d s  ( S t a n l e y  a n d  H a s l a m ,  1 9 7 1 ;  
R i f k i n  e t  al_.  ,  1 9 7 2 ;  L e n a r d  e t  a  1 . ,  1 9 7 4 )  an d f o l l o w i n g  i n f e c t i o n  
o f  c e l l s  s u b v i r a l  p a r t i c l e s  c o n t a i n i n g  Ml an d NP a r e  f o u n d  
a s s o c i a t e d  w i t h  n u c l e i  o f  c e l l s  ( H u d s o n  e t  a l . ,  1 9 7 8 ;  B u k r i n s k a y a  
e t  a l .  .  1 9 8 0 ;  B u k r i n s k a y a  e t  al_ .  ,  1 9 8 2 ) .
R e l a t e d  t o  i t s  s t r u c t u r a l  r o l e .  M l  i s  i m p l i c a t e d  i n  v i r a l  
a s s e m b l y  ( C h o p p i n  e t  a_l_. ,  1 9 7 2 ;  C o m p a n s  a n d  C h o p p i n ,  1 9 7 3 ;  
D u b o i s - D a l c q  e t  a l . ,  1 9 8 4 )  i n  a  w a y  a n a l o g o u s  t o  t h a t  s u g g e s t e d  
f o r  t h e  c o r r e s p o n d i n g  M p r o t e i n  i n  t h e  a s s e m b l y  o f  r h a b d o v i r u s e s  
( S h i m i z u  a n d  I s h i d a ,  1 9 7 5 )  w h e r e ,  i n  t h e  c a s e  o f  V S V ,  M p r o t e i n  
c a u s e s  c o i l i n g  o f  n u c l e o c a p s l d s  ( H e g g e n e s s  e t  a l .  ,  1 9 8 0 ) .  M l  
I n t e r a c t s  w i t h  l i p i d  a n d  m a y  t r a v e r s e  t h e  b i l a y e r  ( B u c h e r  a t  a l . ,  
1 9 8 0 ;  G r e g o r i a d e s ,  1 9 8 0 ;  G r e g o r l a d e s  a n d  F r a n g l o n e ,  1 9 8 1 ;  
K a r a d a g h i  e t  a l . .  1 9 8 4 ;  T v e r s i d o v  e t  a l .  ,  1 9 8 4 ) ,  p o s s i b l y  b y  
v i r t u e  o f  a  h y d r o p h o b i c  r e g i o n  i n  t h e  m i d d l e  o f  t h e  m o l e c u l e ,  an d 
i s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  p l a s m a  m e m b r a n e  w i t h i n  m i n u t e s  o f  
s y n t h e s i s  ( L e n a r d ,  1 9 7 8 ) .  M l  a l s o  b i n d s  t o  v i r a l  R N P s  ( R e g i n s t e r  
an d N e r m u t ,  1 9 7 6 ;  R e e s  a n d  D i m m o c k ,  1 9 8 1 )  b u t  o n l y  a f t e r  
a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e  p l a s m a  m e m b r a n e  ( H a y  a n d  S k e h e l ,  1 9 7 4 ) .  
A s s e m b l y  a p p e a r s  t o  b e  d e t e r m i n e d  b y  t h e  a b i l i t y  o f  M l  t o  
r e c o g n i s e  g l y c o p r o t e i n s  a t  t h e  c e l l  s u r f a c e .  I n  so m e  a b o r t i v e  
i n f e c t i o n s  a n d  wh e n  d e f e c t i v e  M l  i s  p r o d u c e d ,  HA a n d  NA a r e  f o u n d
1 ?
i n  t h e  p l a s m a  m e m b ra n e  b u t  n e i t h e r  Ml n o r  NP a c c u m u l a t e  t h e r e  
( L o h m e y e r  e t  a l . .  • 1 9 7 8 ;  Maen o « t  £l_. ,  1 9 8 1 ;  B u k r i n s k a y a  « t  a l .  .
1 9 8 1 )  .  A t  t * e  n o n —p e r m i s s i v e  t e m p e r a t u r e  t h e  n u c l e o c a p s i d s  o f  a 
m u t a n t  w i t h  a  t e m p e r a t u r e - s e n s i t i v e  l e s i o n  i n  M l  a c c u m u l a t e d  i n  
n u c l e i  (E n a m i  e t  a l . .  « 1 9 8 5 )  b u t  t h e  p o s s i b l e  c o n t r i b u t i o n  o f  
o t h e r  m u t a t i o n s  n o t  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  t s  p h e n o t y p e  w e r e  n o t  
c o n s i d e r e d .  Ml I n c r e a s e s  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  NA i n t o  l i p o s o m e s  
p r o v i d i n g  e v i d e n c e  f o r  i n t e r a c t i o n  o f  M l  a n d  g l y c o p r o t e i n s  
( D a v i e s  an d B u c h e r ,  1 9 8 1 ) .
I n  a d d i t i o n  t o  i t s  s t r u c t u r a l  r o l e .  Ml may b e  i n v o l v e d  i n  
u n c o a t i n g  an d t h e  r e g u l a t i o n  o f  t r a n s c r i p t i o n . A m a n t a d i n e  a n d  a n  
a n a l o g u e  r i m a n t a d i n e  a r e  l i c e n s e d  a n t i - i n f l u e n z a  d r u g s  t h a t  
i n h i b i t  v i r u s  r e p l i c a t i o n  i n  c e l l  c u l t u r e .  A t  c o n c e n t r a t i o n s  
g r e a t e r  t h a n  0 . 1  mM a m a n t a d i n e ,  l i k e  o t h e r  l y s o s o m o t r o p i c  a m i n e s ,  
e l e v a t e s  t h e  e n d o s o m a l  p H  p r e v e n t i n g  m e m b ra n e  f u s i o n  b y  t h e  HA 
a n d  m u t a n t s  r a i s e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  c o n t a i n  
m u t a t i o n s  i n  t h e  HA ( D a n i e l s  e t  a l . ,  1 9 0 5 ) .  A t  c o n c e n t r â t i o n s  o f  
0 . 1 - 5  jjM a m a n t a d i n e  e x e r t s  s t r a i n - s p e c i f i c  i n h i b i t i o n  o f  
i n i t i a t i o n  o f  i n f e c t i o n  o r  v i r u s  a s s e m b l y  ( A p p l e y a r d ,  1 9 7 7 ) .  
S e n s i t i v i t y  t o  l o w  c o n c e n t r a t l o n s  o f  a m a n t a d i n e  h a s  b e e n  m a p pe d  
t o  t h e  M2 s e q u e n c e  ( H a y  i t  a l . ,  1 9 8 5 )  a s  d e s c r i b e d  b e l o w ,  b u t  
t h e r e  i s  e v i d e n c e  t h a t  c o m p l e t e  u n c o a t i n g  i n v o l v e s  l o s s  o f  M l  
p r o t e i n  f r o m  s u b - v i r a l  p a r t i c l e s  l i b e r a t e d  i n t o  t h e  c y t o p l a s m  
f r o m  e n d o s o m e s  ( B u k r i n s k a y a  e t  a l . .  1 9 8 0 ;  B u k r i n s k a y a  t t  a l .  ,
1 9 8 2 )  .
M l  i n h i b i t s  t r a n s c r  i p t i o n  U t. v i t r o  d i r e c t e d  b y  n u c  l e o c a p s i d s  
d e r i v e d  f r o m  v i r u s  b y  d e t e r g e n t  t r e a t m e n t  ( Z v o n a r j e v  a n d  G h e n d o n , 
1 9 8 0 ;  M i k h e j e v a  a n d  G h e n d o n ,  1 9 8 3 )  a n d  t h e  l e v e l  o f  t r a n s c r i p t a s e
0
a c t i v i t y  o f  M l - f r e e  n u c l e o c a p s i d s  i s  h i g h e r  t h a n  t h a t  o f  M l - b o u n d  
n u c l e o c a p s i d i  ( K a t o  e t  a l .  ,  1 9 8 5 ) .  I n h i b i t i o n  o f  t r a n s c r i p t i o n  b y  
t h e  c o r r e s p o n d l n g  M p r o t e i n  h a s  a l s o  b e e n  d e s c r i b e d  f o r  VSV 
( C a r r o l  a n d  W a g n e r ,  1 9 7 9 j  A r n h e i t e r  ® t  a l . ,  198S| P a l  ® t  a l . ,
1 9 8 5 ;  V® e t  a l .  , 1 9 8 S )  a n d  a p o s i t i v e  s t r a n d  RNA v i r u s ,  B a n z l  
v i r u s  ( Hoimiie 11—B e r r ® y  a n d  S c h l o e m e r ,  1 9 8 6 ) .  I n f l u e n z a  v i r u s  
t r a n s c r i p t i o n  c a n  b® I n h i b i t e d  b y  Ml p r o t e i n  f r o m  d i f f e r e n t  
s e r o t y p e s  an d M p r o t e i n  f r o m  VS V  ( M i k h e j e v a  a n d  G h e n d o n , 1 9 8 3 )  
l e n d i n g  w e i g h t  t o  t h e  s u g g e s t i o n  t h a t  M p r o t e i n s  f r o m  d i f f e r e n t  
v i r u s e s  r e c o g n i s e  s i m i l a r  d o m a i n s  i n  o t h e r  v i r a l  p r o t e i n s ,  a s  
p r o p o s e d  t o  e x p l a i n  p s e u d o t y p e  f o r m a t i o n  ( Z a v a d a ,  1 9 8 2 ) .  C o a t  
p r o t e i n s  w h i c h  h a v e  b o t h  s t r u c t u r a l  r o l e s  a n d  r e g u l a t e  a c t i v i t y  
o f  n u c l e i c  a c i d —r e p  1 i c a t i n g  e n z y m e s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  i n  
a l f a l f a  m o s a i c  v i r u s  ( M o h i e r  e t  a l . ,  1 9 7 4 ) ,  a d e n o v i r u s  ( K o r n  an d 
H o r w i t z ,  1 9 8 6 )  a n d  b r o m e  m o s a i c  v i r u s  ( H o r i k o s h i  e t  a l .  ,  1 9 8 7 ) .
T h e  o t h e r  tw o  s e g m e n t  7  mRNAs a r e  d e r i v e d  f r o m  M l  mRNA b y  
s p l i c i n g .  N u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  ( W i n t e r  a n d  F i e l d s ,  1 9 8 0 ;  A l l e n  e t  
a l . ,  1 9 8 0 ;  Lamb  a n d  L a i ,  1 9 8 0 ;  M c C a u l e y  e t  a l . ,  1 9 8 2 ;  O r t i n  e t  
a l . .  1 9 8 3 )  p r e d i c t  t h a t  M2 i s  a  p o l y p e p t i d e  o f  9 7  a m i n o  a c i d s  an d 
m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  1 1 , 0 0 0  b u t  i t  m i g r a t e s  o n  g e l s  w i t h  a 
m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  1 5 , 0 0 0  (L a m b  a n d  C h o p p i n ,  1 9 8 1 ) .  T h e  n i n e  
N— t e r m i n a l  a m i n o  a c i d s  a r e  t h e  same  a s  f o r  M l  b u t  a s  a 
c o n s e q u e n c e  o f  s p l i c i n g  t h e  r e m a i n d e r  o f  M2 mRNA i s  t r a n s l a t e d  i n  
t h e  -M  r e a d i n g  f r a m e  (L a m b  j t  a l .  ,  1 9 8 1 ) .  R e s i d u e s  2 5 - 4 3  a r e  
h y d r o p h o b i c  a n d  t h i s  r e g i o n  i s  t h o u g h t  t o  t r a v e r s e  t h e  me m b ra n e  
w i t h  t h e  54  C - t e r m i n a l  a m i n o  a c i d s  l o c a t e d  o n  t h e  c y t o p l a s m i c  
s i d e .  I n  s u p p o r t  o f  t h e s e  p r e d i c t i o n s  i t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  M2 
i s  a n  I n t e g r a l  m e m b r a n e  p r o t e i n  w i t h  18 t o  2 3  N - t e r m i n a l  r e s i d u e s  
e x p o s e d  on  t h e  c e l l  s u r f a c e  (L a m b  e t  al_.  , 1 9 8 5 ;  Z e b e d e e  a t  a 1.  .
11 9 8 5 ) .  M2 h a s  b e e n  c l a s s i f i e d  a s  a  n o n - s t r u c t u r a 1 p r o t e i n  s i n c e  
a t t e m p t s  t o  d e t e c t  t h e  p r o t e i n  i n  p u r i f i e d  v i r u s  f a i l e d  (La mb  and 
C h o p p i n ,  1 9 8 1 1 La m b  et_ al_.  ,  1 9 8 5 ) .  H o w e v e r ,  R . A .  Lamb a n d  
c o —w o r k e r s  h a v e  s i n c e  i m m u n o p r e c  i p  i  t a t e d  (12 f r o m  p u r i f i e d  WSN 
v i r u s  g r o w n  i n  e g g s  o r  tiDCK c e l l s  ( R . A .  L a m b ,  p e r s o n a l  
c o m m u n i c a t i o n ) .  M2 i s  u n d e r - r e p r e s e n t e d  i n  v i r i o n s «  i n  WSN 
I n f e c t e d  c e l l s  t h e  r a t i o  o f  H A i  M2 i s  l . S i l  (L a m b  et^ a l .  ,  1 9 85 )  
b u t  t h e r e  a r e  e s t i m a t e d  t o  b e  o n l y  2 0 - 6 0  m o l e c u l e s  o f  M2 p e r  
v i r i o n .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  M2 d e t e c t e d  i s  p r e s e n t  i n  
c o n t a m i n a t i n g  v e s i c l e s  a n d  n o t  v i r u s  p a r t i c l e s .
N o f u n c t i o n  h a s  y e t  b e e n  a t t r i b u t e d  t o  M2 b u t  i t s  e x p r e s s i o n  i n  
l a r g e  q u a n t i t i e s  a t  t h e  c e l l  s u r f a c e  s u g g e s t s  a  r o l e  i n  a s s e m b l y  
(L a m b  e t  a l .  .  1 9 8 5 ) .  R e s i s t a n c e  t o  lo w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
a m a n t a d i n e  w a s  m ap ped  b y  c o m p l e m e n t a t i o n  a n a l y s i s  t o  RN A s e g m e n t  
7  ( L u b e c k  e t  a l_ .  , 1 9 7 8 »  H a y  e t  al_.  ,  1 9 7 9 ) .  L a t e r ,  H a y  e t  al_.
( 1 9 8 5 )  s h o w e d  t h e  p r i m a r y  s i t e  o f  a c t i o n  o f  a m a n t a d i n e  t o  b e  M2 
s i n c e  a m a n t a d i n e - r e s i s t a n t  m u t a n t s  ha d a m i n o  a c i d  s u b s t i t u t i o n s  
w i t h i n  t h e  h y d r o p h o b i c  d o m a i n  ( r e s i d u e s  2 7 , 3 0 , 3 1  a n d  3 4 ) .  S i n c e  
lo w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a m a n t a d i n e  p r e v e n t  i n i t i a t i o n  o f  i n f e c t i o n ,  
a  r o l e  f o r  M2 i s  I m p l i e d ,  c o n s i s t e n t  w i t h  M2 b e i n g  a  v i r i o n  
c o m p o n e n t  ( H a y  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .
T h e  t h i r d  t r a n s c r i p t  a r i s i n g  f r o m  RNA s e g m e n t  7  i s  a l s o  a  s p l i c e d  
mRNA a n d  i s  f o u n d  i n  i n f e c t e d  c e l l s  (L a m b  e t  a l . ,  1 9 8 1 | I n g l i s  
a n d  B r o w n ,  1 9 8 1 ) .  T h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  p r e d i c t s  a  n i n e  a m i n o  
a c i d  p e p t i d e  c o - t e r m i n a l  w i t h  t h e  c a r b o x y  e n d  o f  M l .  T h e  p r e s e n c e  
o f  t h i s  p e p t i d e  e i t h e r  i n  i n f e c t e d  c e l l s  o r  v i r i o n s  r e m a i n s  t o  b e  
d e m o n s t r a t e d .
RNA Si i t  8< t h e  n o n - s t r u c t u r a l  p r o t e i n s  NS1 a n d  N S 2
L i k e  RNA s e g m e n t  7 ,  s e g m e n t  8  i s  t r a n s c r i b e d  i n t o  a  c o l  i n e a r  
t r a n s c r i p t  M h i c h  c o d e s  - fo r  a p r o t e i n ,  NS1 an d i s  a l s o  s p l i c e d ,  i n  
t h i s  c a s e  t o  p r o d u c e  o n e  o t h e r  mRNA,  t h a t  f o r  NS2 ( F i g u r e  5 ;
L a m b ,  1 9 8 3 ;  Lamb a n d  L a i ,  1 9 8 4 ;  S m i t h  a n d  I n g l i s ,  1 9 8 5 ) .  T h e s e  
tw o p r o t e i n s ,  f o u n d  o n l y  i n  i n f e c t e d  c e l l s ,  h a v e  t h e i r  n i n e  
N - t e r m i n a l  r e s i d u e s  i n  common b u t  t h e  r e m a i n d e r  o f  N S 2  i s  
t r a n s l a t e d  i n  t h e  -M r e a d i n g  f r a m e  ( L a m b  an d L a i ,  1 9 8 0 ) .  T h e  
f u n c t i o n s  o f  t h e s e  p r o t e i n s  r e m a i n  u n c l e a r .  One h o s t - r a n g e  m u t a n t  
ha s b e e n  i d e n t i f i e d  w h e r e  s e g m e n t  8  w a s  a b e r r a n t  ( M a a s s a b  and 
D e B o r d e ,  1 9 8 3 ) .
NS1 i s  a  p h o s p h o p r o t e i n  ( p r e d i c t e d  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  2 6 , 0 0 0 ,  
a p p a r e n t  m o l e c u l a r  w e i g h t  2 3 , 0 0 0 >j h a s  b e e n  i m p l i c a t e d  i n  v i r a l  
RNA r e p l i c a t i o n  ( A l m o n d  et^ a l . ,  1 9 7 7 ;  M a e n o e_t a l . .  ,  1 9 7 9 ;  
W o l s t e n h o l m e  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) ,  i n h i b i t i o n  o f  t h e  p r o c e s s i n g  o f  r R N A  
p r e c u r s o r s  a n d  t o  a  l e s s e r  e x t e n t  h o s t  p r o t e i n  s y n t h e s i s  
( S t e p h e n s o n  a n d  D l m m o c k ,  1 9 7 4 ;  K r u g  a n d  S o i e r o ,  1 9 7 5 )  and 
r e g u l a t i o n  o f  v i r u s - s p e c i f i c  p o l y p e p t i d e  s y n t h e s i s  ( I n g l i s  an d 
M a h y ,  1 9 7 9 ;  W o l s t e n h o l m e  e t  a l . .  ,  1 9 8 0 » .  I t  i s  a  p h o s p h o p r o t e i n  
b u t  l i k e  M l  p h o s p h o r y l a t i o n  i s  n o t  o b l i g a t o r y  f o r  s u c c e s s f u l  
r e p l i c a t i o n  ( K i s t n e r  e t  a l . .  ,  1 9 8 5 ) .  L a r g e  a m o u n ts  a r e  s y n t h e s i z e d  
e a r l y  i n  i n f e c t i o n  ( D i m m o c k ,  1 9 6 9 ;  L a z a r o w i t z  e t  al_.  ,  1 9 7 1 ;  P o n s ,
1 9 7 2 ;  C o m p a n s ,  1 9 7 3 a ;  K r u g  a n d  E t k l n d ,  1 9 7 3 ;  K r u g  a n d  S o i e r o ,  
1 9 7 5 )  a n d  i t  i s  f o u n d  a s s o c i a t e d  w i t h  p o l y s o m e s  a n d  n u c l e o l i  
( L a z a r o w i t z  e t  a l . .  ,  1 9 7 1 ;  S k e h e l ,  1 9 7 2 ;  M e i e r - E w e r t  a n d  C o m p a n s ,  
1 9 7 4 ) .  L a t e  i n  i n f e c t i o n  w i t h  some  s t r a i n s  c y t o p l a s m i c  i n c l u s i o n  
b o d i e s  c o m p o s e d  o f  NS1 a n d  c e l l u l a r  R N A  f o r m  ( M o r o n g i e l l o  an d 
D a l e s ,  1 9 7 7 ;  Shaw a n d  C o m p a n s ,  1 9 7 8 ;  Y o s h i d a  e t  a l . .  ,  1 9 8 1 )  b u t

t h i s  i s  p r o b a b l y  s i m p l y  a  c o n s e q u e n c e  o f  t h e  b a s i c  n a t u r e  o f  some 
N S l  p r o t e i n s  a s  t h e  NS1 o 4 F P V  i s  a c i d i c  i n  i n f e c t e d  c e l l s  and 
d o e s  n o t  f o r m  i n c l u s i o n  b o d i e s  ( P e t r i  e t  a l . .  1 9 8 2 ) .
A  p o l y p e p t i d e  o f  1 3 2  a m i n o  a c i d s  i s  p r e d i c t e d  f r o m  t h e  n u c l e o t i d e  
s e q u e n c e  o f  N S 2  ( m o l e c u l a r  w e i g h t  1 4 , 0 0 0 ,  a p p a r e n t  m o l e c u l a r  
w e i g h t  1 1 , 0 0 0 ) .  N o f u n c t i o n  h a s  y e t  b e e n  a s c r i b e d  t o  N S 2  w h i c h  i s  
s y n t h e s i z e d  l a t e  i n  i n f e c t i o n .  C o n f l i c t i n g  r e p o r t s  s h o w  
a c c u m u l a t i o n  o f  N S 2  i n  t h e  c y t o p l a s m  ( S k e h e l ,  1 9 7 2 ;  F o l l e t t  e t  
a l .  ,  1 9 7 4 ;  M i n o r  a n d  D i m m o c k ,  1 9 7 5 ;  La m b  t t  ai_ .  ,  1 9 7 8 ;  La m b  and 
C h o p p l n ,  1 9 7 9 ;  M a h y  e t  a l . ,  1 9 8 0 ;  B r i e d l s  e t  a l . ,  1 9 8 1 )  a n d  i n  
t h e  n u c l e u s  ( G r e e n s p a n  e t  a l . ,  1 9 8 3 )  a n d  t h e  b a s i s  f o r  t h i s
d i f f e r e n c e  r e m a i n s  t o  b e  r e s o l v e d .
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4 .  H A - M E D I A T E D  M E M B R A N E - F U S I O N
I s o l a t e d  HA c a n  c a u s e  m e m b r a n e - f u s i o n  ( S a t o  e t  a l . ,  1 9 8 3 ;  W h a r t o n  
e t  a l . ,  1 9 8 6 )  b u t  f u s i o n  i s  m o s t  e f f i c i e n t  w he n  HA i s  a n c h o r e d  i n  
a  m e m b ra n e  ( W h i t e  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  T h u s ,  v i r u s  p a r t i c l e s ,  l i p o s o m e s  
i n c o r p o r a t i n g  H A  o r  c e l l s  e x p r e s s i n g  HA a t  t h e  p l a s m a  m e m b ra n e  
c a n  b e  f u s e d  w i t h  t a r g e t  m e m b r a n e s  o f  l i p o s o m e s ,  c e l l s  o r  r e d  
b l o o d  c e l l s  ( R B C s ) . V i r u s  p a r t i c l e s  c a n  c a u s e  l y s i s  o f  R B C s  
( h a e m o l y s i s )  w h i c h  p r o v i d e s  o n e  m e t h o d  o f  a s s a y i n g  f u s i o n .
H A - i n d u c e d  m e m b r a n e - f u s i o n  r e q u i r e s  a  t r i g g e r ,  f o r  e x a m p l e  
r e d u c t i o n  o f  p H  t o  a n  o p t i m a l  v a l u e ,  w h i c h  i n d u c e s  a c h a n g e  i n  
c o n f o r m a t i o n  i n  t h e  H A .  T h e  o p t i m a l  p H  v a l u e s  f o r  f u s i o n ,  
c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e  a n d  h a e m o l y s i s  l i e  i n  t h e  r a n g e  p H  3  t o  6 . 4  
( D a n i e l s  t t  al_.  ,  1 9 8 5 )  a n d  v a r y  b e t w e e n  d i f f e r e n t  s t r a i n s  an d
m u t a n t s .  F o r  HA f r o m  a  g i v e n  s o u r c e  t h e  a b s o l u t »  v a l u »  f o r  t h »  
o p t i m u m  pH f o r  e a c h  o f  t h » s »  t h r e e  p a r a m e t e r s  may be  d i f f e r e n t  
b u t  a r e  f o u n d  t o  c o - v a r y  ( D a n i e l s  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  F o r  e x a m p l e ,
m u t a t i o n  i n  t h e  HA r e s u l t i n g  i n  e l e v a t i o n  o f  t h e  pH a t  x h l c h  
c o n f o r m a t i o n a l  r e a r r a n g e m e n t s  i s  t r i g g e r e d  w i l l  r a i s e  t h e  o p t i m a  
f o r  f u s i o n  a n d  h a e m o l y s i s .
( a )  T h e  r o l e  o f  HA i n  m e m b r a n e - f u s i o n
I n f e c t i v i t y  i s  d e p e n d e n t  on  p r o t e o l y t i c  c l e a v a g e  an d 
c a r b o x y p e p t i d a s e  t r i m m i n g  o f  HAO c r e a t i n g  t h e  a m i n o - t e r m i n u s  o f  
H A 2 .  T h e  t e r m i n a l  d e c a p e p t i d e  i s  c o n s e r v e d ,  o t h e r  t h a n  a t  
p o s i t i o n  2 ,  i n  a l l  i n f l u e n z a  A v i r u s e s  a n d  i s  h o m o l o g o u s  w i t h  t h e  
a m i n o — t e r m i n a l  s e q u e n c e  o f  t h e  f u s i o n  ( F )  p r o t e i n  o f  t h e  
p a r a m y x o v i r u s  S e n d a i  v i r u s  ( S k e h e l  a n d  W a t e r f l e l d ,  1 9 7 5 ;  S c h e i d  
a n d  C h o p p i n ,  1 9 7 7 ) .  T h e  F  p r o t e i n ,  w h i c h  i s  a l s o  a c t i v a t e d  b y  
p r o t e o l y t i c  c l e a v a g e ,  m e d i a t e s  f u s i o n  s u g g e s t i n g  a  r o l e  f o r  HA i n  
f u s i o n .
A n a l y s i s  o f  t h e  t h r e e - d i m e n s i o n a l  s t r u c t u r e  o f  t h e  n e u t r a l  f o r m  
o f  t h e  HA t r i m e r  s h o w s  t h a t  t h e  h y d r o p h o b i c  N - t e r m i n u s  o f  HA 2  i s  
b u r i e d  i n  a  h y d r o p h o b i c  c l e f t  a t  t h e  i n t e r f a c e s  b e t w e e n  t h e  
s u b u n i t s  a n d  a p p r o x i m a t e l y  10 nm f r o m  t h e  v i r a l  a t t a c h m e n t  s i t e  
a t  t h e  t i p  o f  t h e  m o l e c u l e .  T h e  c h a n g e  i n  c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  HA 
i s  p o s t u l a t e d  t o  i n v o l v e  p a r t i a l  d i s s o c i a t i o n  o f  t h e  H A  e x p o s i n g  
t h e  t e n  h y d r o p h o b i c  r e s i d u e s .  T h e  l o w  p H  f o r m  i s  m o r e  h y d r o p h o b i c  
t h a n  HA a t  n e u t r a l  p H .  On l o w e r i n g  t h e  p H ,  B H A ,  w h i c h  l a c k s  t h e  
h y d r o p h o b i c  s e q u e n c e  n e a r  t h e  c a r b o x y - t e r n i n u s  o f  H A 2 ,  f o r m s  
a g g r e g a t e s  a n d  a c q u i r e s  an  a f f i n i t y  f o r  l i p i d s  a n d  d e t e r g e n t s  
( S k e h e l  e t  a l . .  1 9 8 2 ;  Dorns e t  a l .  . 1 9 8 5 )
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T h e  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e  i n d u c e d  b y  l o w  p H  1* i r r e v e r s i b l e  a n d  
i *  d a t a c t a b l a  b y  a  n u m b e r o f  m e a n t .  B y  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  t h e  
l o w  p H — ■forms o f  I n t a c t  a n d  b r o m e l a i n - r e l e a s e d  HA (B H A )  a p p e a r  
e l o n g a t e d  ( R u l g r o k  i t  a 1.  , 1 9 8 6 a ) .  E l e c t r o n  s p i n  r e s o n a n c e
s p e c t r a  o f  s p i n - l a b e l l e d  HA ( K i d a  ejt a l . .  * 1 9 8 5 )  an d c i r c u l a r
d i c h r o i s m  s p e c t r a  ( S k e h e l  i t  a l .  .  1 9 8 2 )  a l t e r  a s  t h e  p H  i s  
l o w e r e d  f r o m  n e u t r a l  t o  t h e  o p t i m u m  f o r  f u s i o n .  A f t e r  l o w  pH 
t r e a t m e n t  t h e  HA a l s o  b e c o m e s  s u s c e p t i b l e  t o  p r o t e a s e  d i g e s t i o n  
b y  t r y p s i n  ( S k e h e l  e t  al_.  ,  1 9 8 2 )  a n d  p r o t e i n a s e  K  (Dorns e t  a l . . 
1 9 8 5 ;  G e t h l n g  e t  al_.  ,  1 9 8 6 a )  an d t h e  d i s u l p h i d e  b o n d  l i n k i n g  HA 1 
a n d  HA 2 b e c o m e s  s e n s i t i v e  t o  r e d u c t i o n  w i t h  d i t h i o t h r e i t o l  
( D T T )  ( G r a v e s  e t  a l .  ,  1 9 8 3 ) .  T h e s e  s t r u c t u r a l  c h a n g e s  a r e  l i m i t e d  
a n d  d o  n o t  c o n s t i t u t e  d e n a t u r a t i o n  o f  t h e  H A ,  h o w e v e r  ( S k e h e l  e t  
* 1 .  .  1 9 8 2 ;  D a n i e l s  e t  a l .  .  1 9 8 3 ;  N e s t e r o w i c z  e t  al_.  , 1 9 8 5 ) .  T h e  
l o w  p H - f o r m  i s  s t i l l  a b l e  t o  b i n d  t o  g l y c o p h o r i n  A ,  t h e  m a j o r  
r e c e p t o r  f o r  I n f l u e n z a  v i r u s  on  R B C s ,  ( J a c k s o n  a n d  N e s t o r o w i c z ,  
1 9 8 5 )  a n d  c a u s e  h a e m a g g l u t l n a t i o n  ( Y e w d e l l  e t  a l . .  1 9 8 3 ;  K i d a  » t  
a l . ,  1 9 8 5 )  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  v i r a l  a t t a c h m e n t  s i t e  r e m a i n s  
f u n c t i o n a l .  A n t i g e n i c  m a p p i n g  o f  H I  a n d  H 3  s u b t y p e s  w i t h  
m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  h a s  r e v e a l e d  m a i n t e n a n c e  o f  t h e  s t r u c t u r a l  
i n t e g r i t y  o f  so m e  a n t i g e n i c  s i t e s  e . g .  s i t e  A i n  H3 ( F i g u r e  2 ) ,  
a l t e r a t i o n  o f  o t h e r s ,  f o r  e x a m p l e  s i t e s  A , C  a n d  D i n  t h e  H3 
m o l e c u l e ,  a n d  t h e  a p p e a r a n c e  o f  a  n e w  d e t e r m i n a n t  u n i q u e  t o  t h e  
l o w  p H - f o r m  ( Y e w d e l l  e t  a l .  .  1 9 8 3 ;  W e b s t e r  e t  a l . ,  1 9 8 3 ;  J a c k s o n  
a n d  N e s t e r o w i c z ,  1 9 8 5 ;  N e s t e r o w i c z  e t ,  a l .  .  1 9 8 5 ) .  D i r e c t  e v i d e n c e
t h a t  HA t r i m e r s  d o  n o t  d i s s o c i a t e  t o  m o n o m e r s  a f t e r  a c i d i f i c a t i o n  
w a s  p r o v i d e d  b y  Dorns a n d  H e l e n l u s  ( 1 9 8 6 ) .  S i n c e  BHA d i s s o c i a t e d  
u n d e r  s i m i l a r  c o n d i t i o n s  t h i s  s u g g e s t s  t h a t  t h e  c a r b o x y  t e r m i n i  
o f  H A 2  m a i n t a i n  t h e  t r i m e r i c  s t r u c t u r e .
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G e n e t i c  a n a l y s i s  h a s  l a d  t o  a n  u n d a r s t a n d i n g  o f  t h a  a m i n o  a c i d  
r e s i d u a l  t h a t  a r a  I m p o r t a n t  I n  f u s i o n  an d a l u c l d a t i o n  o f  t h a  
m a c h a n l s m .  V a r i a n t  v i r u s a s  h a v a  b a a n  I s o l a t e d  an d m u t a n t s  
p r o d u c e d  w h i c h  I n d u c e  f u s i o n  a t  h i g h e r  pH t h a n  t h a  p a r e n t  < R o t t  
a t  a l . ,  1 9 8 4 | D a n i e l s  a t  a l . .  1 9 8 5 ;  Dorns « t  a l . .  1 9 8 6 ) .  
I n t e r p r e t a t i o n  o f  t h a  s e q u e n c e  d i f f e r e n c e s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h i s  
p h e n o t y p e  w i t h  r e g a r d  t o  t h e  t h r e e - d i m e n s i o n a l  s t r u c t u r e  o f  HA a t  
n e u t r a l  p H  s u g g e s t s  t h a t  e l e v a t i o n  o f  t h e  p H  o f  f u s i o n  i s  t h e  
r e s u l t  o f  s u b s t i t u t i o n s  t h a t  d i s r u p t  i n t e r a c t i o n s  a t  t h e  
i n t e r f a c e s  o f  s u b u n i t s  w h i c h  r e d u c e  t h e  s t a b i l i t y  o f  t h e  t r i m e r  
( R o t t  e t  a l . ,  1 9 8 4 | D a n i e l s  e t  a l . « 1 9 8 5 )  o r  d e s t a b i l i s e  t h e  
c o n f o r m a t i o n  t h a t  h o l d s  t h e  a m i n o - t e r m i n a l  p e p t i d e  i n  t h e  
h y d r o p h o b i c  c r e v i c e  a t  p H  7 ( D a n i e l s  e t  a l .  ,  1 9 8 5 j  Dorns a t  a l .  . 
1 9 8 6 ) .
B y  i n t r o d u c i n g  s i n g l e  a m i n o  a c i d  c h a n g e s  i n t o  t h e  N - t e r m i n a l  
d e c a p e p t i d e  o f  HA 2 b y  s i t e - d i r e c t e d  m u t a g e n e s i s  G e t h i n g  e t  a l . 
( 1 9 8 6 a )  h a v e  i d e n t i f i e d  s o m e  o f  t h e  s t a g e s  i n v o l v e d  i n  H A - i n d u c e d  
m e m b r a n e - f u s i o n .  A l l  t h e  m u t a n t  HA s p r o d u c e d  u n d e r w e n t  
c o n f o r m â t i o n a l  r e a r r a n g e m e n t s  a t  l o w  pH r e s u l t i n g  i n  t h e  HAs 
b e c o m i n g  s e n s i t i v e  t o  p r o t e a s e  d i g e s t i o n  a n d  a b l e  t o  b i n d  l i p i d s  
a n d  l i p o s o m e s .  H o w e v e r ,  f u s i o n  a b i l i t y  v a r i e d  i n  t h r e e  w a y s t  
s u b s t i t u t i o n  o f  g l u t a m i c  a c i d  ( G L U )  a t  t h e  N - t e r m i n u s  w i t h  
g l y c i n e  ( G L Y )  p r e v e n t e d  f u s i o n s  G LU  i n  p l a c e  o f  G L Y  a t  p o s i t i o n  4 
r a i s e d  t h e  t h r e s h o l d  p H  a n d  d e c r e a s e d  f u s i o n  e f f i c i e n c y ,  w h i l s t  a  
m u t a n t  w i t h  G L Y  i n s t e a d  o f  G L U  a t  p o s i t i o n  11 wa s a b l e  t o  f u s e  
RB C s  t o  c e l l s  e x p r e s s i n g  H A ,  b u t  n o t  i n d u c e  c e l l - c e l l  f u s i o n .  
C o n s e q u e n t l y  t h e s e  a u t h o r s  s u g g e s t  t h a t  f u s i o n  i n v o l v e s  a t  l e a s t
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t h r e e  s t a g e s :  e x p o s u r e  o f  t h e  f u s i o n  p e p t i d e  b y  c o n f o r m a t i o n a l  
r e a r r a n g e m e n t  o f  t h e  H A ;  d e s t a b i l i s a t i o n  o f  t h e  t a r g e t  l i p i d  
b i l a y e r  b y  I n t e r a c t i o n  o f  t h e  f u s i o n  p e p t i d e  a n d  p o s s i b l y  o t h e r  
r e g i o n s  o f  t h e  HA w i t h  t h e  b i l a y e r ,  a n d  f i n a l l y  f u s i o n  i t s e l f  a s  
a  c o n s e q u e n c e  o f  d e s t a b i l i s a t i o n .  S i n c e  t h e  H A  c a n  b i n d  t o  
l i p o s o m e s  b u t  n o t  c a u s e  f u s i o n  t h i s  s u g g e s t s  t h a t  d e s t a b i l i s a t i o n  
may b e  d e p e n d e n t  o n  t h e  c o n f o r m a t i o n  t h a t  t h e  f u s i o n  p e p t i d e  
a s s u m e s  i n  t h e  t a r g e t  me m b ra n e  ( G e t h i n g  e t  a l . ,  1 9 8 6 a )  b u t
a b s o l u t e  c o n s e r v a t i o n  o f  t h e  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  i s  n o t  r e q u i r e d  
( D a n i e l s  e t  a l . .  1 9 8 S ) .  F u s i o n  o f  RB C s  t o  c e l l s  e x p r e s s i n g  HA b u t  
n o t  i n d u c t i o n  o f  p o l y k a r y o n  f o r m a t i o n  Mas i n t e r p r e t e d  a s  
i n a b i l i t y  t o  c a u s e  l i p i d  b i l a y e r  d e s t a b i l i s a t i o n  o v e r  
s u f f i c i e n t l y  l a r g e  a r e a s  ( G e t h i n g  e t  a l . ,  1 9 8 6 a ) .  H o w e v e r ,  t h e  
d i f f e r e n c e  may b e  d u e  t o  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  
c e l l  e n v e l o p e s .  F u s i o n  o f  v i r u s  t o  l i p o s o m e s  ( H a y w o o d  an d B o y e r ,  
1 9 8 5 )  i s  a f f e c t e d  b y  t h e  l i p i d  c o m p o s i t i o n  a n d  e f f i c i e n c y  o f  
f u s i o n  o f  l i p o s o m e s  t o  H A - e x p r e s s i n g  c e l l s  i s  d e p e n d e n t  on  
c o m p o s i t i o n  o f  b o t h  t h e  l i p o s o m e  t a r g e t  m e m b r a n e  a n d  t h e  c e l l  
t y p e  ( v a n  M e e r  et^ a l .  ,  1 9 8 5 )  .
I n  t h e  I n f e c t e d  c e l l  p H  i s  t h o u g h t  t o  t r i g g e r  H A - l n d u c e d  
m e m b r a n e - f u s i o n  i n  e n d o s o m e s ,  r e s u l t i n g  i n  i n t r o d u c t i o n  o f  v i r a l  
g e n e t i c  m a t e r i a l  i n t o  t h e  c y t o p l a s m  ( r e v i e w s  P a t t e r s o n  a n d  
O x f o r d ,  1 9 8 6 )  b u t  e x p o s u r e  t o  m i l d l y  a c i d i c  p H  i s  n o t  t h e  o n l y  
m e a n s  o f  a c t i v a t i n g  H A - m e d i a t e d  m e m b r a n e - f u s l o n .  V i r u s  h a s  b e e n  
f u s e d  w i t h  l i p o s o m e s  a t  n e u t r a l  p H  an d e l e v a t e d  t e m p e r a t u r e  f o r  
e x a m p l e  6 2 ° C  f o r  X - 3 1  ( R u l g r o k  e t  a l . .  ,  1 9 8 6 b ) .  A n a l y s i s  o f  
m u t a n t s  o f  t h i s  v i r u s  s h o w e d  t h a t  t h e  h i g h e r  t h e  o p t i m u m  p H  f o r  
f u s i o n  a t  3 7 ° C  t h e n  t h e  l o w e r  t h e  t e m p e r a t u r e  r e q u i r e d  t o  t r i g g e r  
f u s i o n  a t  n e u t r a l  p H  ( R u i g r o k  e t  a l . ,  1 9 8 6 b ;  W h a r t o n  et_ al_.  ,
2 )
1 9 8 6 ) .  A t  t h a  t t m p e r a t u r «  o f  f u s i o n  t h a  B H A s  u n d i r w a n t  an 
i r r t v a n i b l a  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g a  a s  j u d g a d  b y  p r o t a a s a  
s a n s i t i v i t y f C D  and a l a c t r o n  m i c r o s c o p y .  H o w a v a r ,  t h a  
r a a r r a n g a m a n t  Mas m o r s  p r o n o u n c s d  t h a n  t h a t  i n d u c s d  b y  p H  an d 
r s s u l t s d  i n  p a r t i a l  d a n a t u r a t i o n  o f  t h o  m o l a c u l a  ( R u i g r o k  a t  a l . .  
19 8 6 b  >.
I n f l u s n z a  v i r u s  w i l l  a l s o  f u s s  t o  l i p o s o m s s  a t  pH 7 . S  a n d  3 7 ° C  i f  
t h s  1 i p o s o m s s  c a r r y  a  n s t  n s g a t i v a  c h a r g s  a s  a  r s s u l t  o f  
i n c o r p o r a t i o n  o f  s u i t a b l s  l i p i d s  o r  t h s  g a n g l l o s i d a  G D l a  ( H a y w o o d  
a n d  B o y s r ,  1 9 8 3 ) .  A s  w a l l  a s  i m p a r t i n g  a  n s g a t i v s  c h a r g s  t o  t h s  
l i p o s o m s s ,  G D l a  may a l s o  b s  a  r s c s p t o r  f o r  H A  ( S l s p u s h k i n  a t  a l . ,
1 9 8 3 ) .  S i n e s  t h s  t i m s —c o u r s s  o f  f u s i o n  o f  i n f l u s n z a  v i r u s  
m s m b r a n s s  w i t h  t h s s s  l i p o s o m s s  p a r a l l s l s  t h s  t l m a - c o u r s a  f o r  
b i n d i n g  a n d  s n t r y  o f  i n f l u s n z a  v i r u s  i n t o  c a l l s ,  i t  h a s  b s s n  
p o s t u l a t s d  t h a t  v i r u s  may f u s s  w i t h  c a l l s  a t  n s u t r a l  p H  a n d  g a i n  
a n t r y  v i a  t h s  p l a s m a  m a m b ra n s  (H a y w o o d  a n d  B o y a r ,  1 9 8 6 ) .
<b> T h s  r o l s  o f  NA i n  m a m b r a n a - f u s i o n
W h i l s t  t h s  H A  i s  r s s p o n s i b l s  f o r  m s m b r a n s - f u s i o n ,  t h s  s t u d i s s  o f  
H u a n g  a n d  c o - w o r k s r s  s t r o n g l y  l m p l i c a t a  a  r o l s  f o r  n s u r a a i n i d a s s  
a c t i v i t y  i n  t h s  p r o c s s s .  An  a b s o l u t s  r s q u i r s m s n t  f o r  t h s  NA i n  
f u s i o n  o f  l i p o s o m s s  c o n t a i n i n g  i n f l u s n z a  g l y c o p r o t s i n s  w i t h  c a l l  
m s m b r a n s s  h a s  b s s n  d s m o n s t r a t s d  (H u a n g  a t  a l . ,  1 9 B 0 a , b )  a n d  c a l l  
f u s i o n  a n d  h a s m o l y s l s  a r s  n o t  I n d u c s d  b y  v i r u s  p a r t i e  l a s  wh a n  NA 
a c t i v i t y  i s  l n h i b i t s d  b y  a n t i b o d y  (H u a n g  t t  a l .  .  1 9 8 1 ) .  T h s  
s t r o n g s s t  s v i d s n e s  s u p p o r t i n g  a  r o l s  f o r  N A  i s  t h a t  f u s i o n  o f  
s r y t h r o c y t s s  a n d  h a s m o l y s i s  a r s  i n d u c s d  w h a n  v i r u s  w i t h  t h s  NA 
l n a c t i v a t a d  b y  a n t i b o d y  i s  s u p p l s m s n t s d  w i t h  V i b r i o  c h o 1s r a s
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n e u r a m i n d a s e  (H u a n g  et_ a  1. , 19 8S )  b u t  t h e  r « l « v a n c >  o f  
• r y t h r o c y t t - v i r u i  f u s i o n  t o  p a n c t r a t i o n  o f  i n f e c t a b l e  c a l l s  
r e m a i n s  u n c l e a r .  E v i d e n c e  a g a i n s t  t h e  i n v o l v e m e n t  o f  NA i n  
m e m b r a n e - f u s i o n  i s  t h a t  i n f l u e n z a  B v i r u s  i n  w h i c h  t h e  NA 
a c t i v i t y  h a s  b e e n  h e a t - i n a c t i v a t e d  c a u s e s  h a e m o l y s i s  ( S h i b a t a  e t  
a l .  , 1 9 82 )  a n d  C V - 1  c e l l s  e x p r e s s i n g  c l o n e d  HA f u s e  when e x p o s e d  
t o  lo w  pH ( W h i t e  et^ a l .  .  1 9 8 2 ) .  A d d i t i o n a l l y «  m e m b ra n e — f u s i o n  i s  
i n v o l v e d  i n  p e n e t r a t i o n  o f  v i r u s  i n t o  c e l l s  ( s e e  P a r t  S ,  b e l o w ) ,  
b u t  a n t i - N A  a n t i b o d i e s  d o  n o t  n e u t r a l i s e  i n f e c t i v i t y  ( S e t o  an d 
R o t t ,  1 9 6 6 ) .  H o w e v e r ,  s i n c e  some r e s i d u a l  NA a c t i v i t y  r e m a i n e d  
a f t e r  h e a t — t r e a t m e n t  ( S h i b a t a  e t  a l . ,  1 9 8 2 )  a n d  a p l m a l  c e l l s  
c o n t a i n  e n d o g e n o u s  n e u r a m i n i d a s e s  ( S c h a u e r ,  1 9 8 3 )  t h e s e  s t u d i e s  
d o  n o t  r u l e  o u t  a  r e q u i r e m e n t  f o r  n e u r a m i n i d a s e  a c t i v i t y  i n  
membr a n e —f u s i  o n .
S .  E N TR Y  O F  EN V EL O P ED  V I R U S E S  I N T O  C E L L S  BY P I N O C Y T O S I S
( a )  M od e l  f o r  e n t r y  o f  e n v e l o p e d  v i r u s e s
E n v e l o p e d  v i r u s e s  i n t r o d u c e  t h e i r  g e n e t i c  m a t e r i a l  i n t o  c e l l s  b y
I n  t h e  c a s e  o f  some
f u s i o n  o f  t h e  v i r a l  m e m b r a n e  w i t h  a  c e l l u l a r  m e m b r a n e . ^  
v i r u s e s ,  f o r  e x a m p l e  S e n d a i  v i r u s ,  p H - l n d e p e n d e n t  f u s i o n  o c c u r s  
a t  t h e  c e l l  s u r f a c e  ( P o s t e  a n d  P a s t e r n a k ,  1 9 7 8 ) .  I n  common w i t h  
some  o t h e r  e n v e l o p e d  v i r u s e s  I n f l u e n z a  v i r u s  i s  t a k e n  u p  i n t o  
c y t o p l a s m i c  v e s i c l e s  b y  e n d o c y t o s i s  a n d  f u s e s  w i t h  t h e  m e m b ra n e  
o f  e n d o c y t i c  v e s i c l e s  u n d e r  a c i d i c  c o n d i t i o n s  ( s e e  L e n a r d  an d 
M i l l e r ,  1 9 8 3 ;  M a r s h ,  1 9 8 3 s  P a t t e r s o n  a n d  O x f o r d ,  1 9 8 6  f o r  
r e v i e w s ) .  T h e  e n t r y  p a t h w a y  f o r  S e m l l k i  F o r e s t  v i r u s  ( S F V )  i n t o  
BHK c e l l s  h a s  b e e n  m o s t  e x t e n s i v e l y  s t u d i e d  a n d  i n f l u e n z a  v i r u s .
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V S V  a n d  r a b i e s  v i r u s  a p p e a r  t o  f o l l o w  a s i m i l a r  r o u t * .  T h a r a f o r e ,  
t h a  a n t r y  p a t h w a y  f o r  S F V  w i l l  b a  d e s c r i b e d  f i r s t  f o l l o w e d  b y  t h e  
e v i d e n c e  t h a t  i n f l u e n z a  v i r u s  g a i n *  » n t r y  i n  a  s i m i l a r  f a s h i o n .
S F V  b i n d s  t o  a n  u n i d e n t i f i e d  r e c e p t o r  on  t h e  m i c r o v i l l i  o f  B H K - 2 1  
c e i l s  a n d  m i g r a t e s  t o  c l a t h r i n - c o a t e d  p i t s  w h e r e  i t  i s  t a k e n  u p  
i n t o  c y t o p l a s m i c  v a c u o l e s  ( H e l e n i u s  a t  a l . ,  1 9 B 0 ) . T h e s e  
c y t o p l a s m i c  o r  p l n o c y t i c  v a c u o l e s  a r e  i n i t i a l l y  l i n e d  w i t h  
c l a t h r i n  ( P e t e r s o n  a n d  v a n  D e u r s ,  1 9 B 3 )  b u t  t h i s  i s  r e c y c l e d  b a c k  
t o  t h e  p l a s m a  m e m b r a n e .  S F V  c a n  b e  b o u n d  t o  c e l l s  b u t  p r e v e n t e d  
f r o m  e n t e r i n g  b y  i n c u b a t i o n  a t  4 ° c .  On w a r m i n g  t o  3 7 ° C  t h e  
c o m p o n e n t s  o f  b o u n d  v i r u s  a r e  f o u n d  i n  c o a t e d  v e s i c l e s  i n  I S  s e c  
a n d  a f t e r  1 m i n u t e  r e a c h  e n d o s o m e s  ( H e l e n i u s  e t  a l . .  I 9 6 0 ) .  O t h e r  
w o r k e r s  f i n d  t h a t  S F V  c a n  f u s e  a t  0 ° C  ( J . D a v e y ,  p e r s o n a l  
c o m m u n i c a t i o n )  .  E n d o s o m e s  a r e  i n d e p e n d e n t  o r g a n e l l e s  c o n s i s t i n g  
o f  a  l a r g e  v a c u o l e  w i t h  a p p r o k i m a t e l y  s i x  r a d i a l  t u b u l a r  
e x t e n s i o n s  an d a r e  l o c a t e d  e i t h e r  i n  t h e  p e r i p h e r a l  c y t o p l a s m  o r  
t h e  p e r i n u c l e a r  r e g i o n  ( h a r s h  e t  a l . ,  1 9 8 6 ) .  A f t e r  2 0  m i n u t e s  t h e  
v i r a l  c o m p o n e n t s  a r e  f o u n d  i n  l y s o s o m e s ,  o r i g i n a l l y  t h o u g h t  t o  b e  
t h e  s i t e  o f  l n t r a c e l l u l a r  p e n e t r a t i o n  b e c a u s e  a g e n t s  t h a t  r a i s e  
t h e  l y s o s o m a l  p H ,  a n d  t h e r e b y  p r e v e n t  f u s i o n ,  i n h i b i t  I n f e c t i o n .  
H o w e v e r  t h e s e  a g e n t s ,  f o r  e x a m p l e  N H ^ C l ,  a l s o  r a i s e  t h e  p H  i n  
e n d o s o m e s  w h e r e  t h e  t i m e - c o u r s e  a n d  t e m p e r a t u r e  d e p e n d e n c y  o f  
i n f e c t i o n  s u g g e s t  f u s i o n  o c c u r s .  W i t h i n  3  t o  7  m i n u t e s  o f  l e a v i n g  
t h e  c e l l  s u r f a c e  a n d  b e f o r e  v i r a l  c o m p o n e n t s  r e a c h  l y s o s o m e s ,  
u n c o a t e d  S F V  RNA i s  f o u n d  i n  t h e  c y t o p l a s m  a n d  N H ^ C l  d o e s  n o t  
i n h i b i t  I n f e c t i o n  i f  a d d e d  a f t e r  10 m i n u t e s  ( H e l e n i u s  et^ a l .  ,
1 9 8 0 ) .  A d d i t i o n a l l y ,  S F V  u n c o a t s  a n d  i n i t i a t e s  i n f e c t i o n  a t  2 0 ° C  
( H a r s h  e t  « 1 . . ,  1 9 8 3 )  b u t  t r a n s p o r t  f r o m  e n d o s o m e s  t o  l y s o s o m e s  
d o e s  n o t  o c c u r  a t  t h i s  t e m p e r a t u r e  ( D u n n  e t  a l . . 1 9 8 0 | H a r s h  e t
• 1 ■ « 1 9 8 3 ;  Y o s h l m u r a  an d O h n i s h i ,  1 9 8 4 ) .
(b> E n t r y  o f  i n f l u e n z a  v i r u s
HA a t t a c h « «  t o  s i a l i c  a c i d - c o n t a i n i n g  r s s l d u s s  w h i c h  a r c  t h s  c a l l  
r e c a p t o r  s i t e s  f o r  i n f l u e n z a  v i r u s e s .  T h e  a b i l i t y  t o  r e c o g n i s e  
s p e c i f i c  s i a l y l o l i g o s a c c h a r i d e s  v a r i e s  b e t w e e n  d i f f e r e n t  s t r a i n s  
a n d  w i t h i n  t h e  sa m e  s u b t y p e  ( P a u l s o n  e t  a l . .  ,  1979* C a r r o l  e t  a l . . 
1981 ; R o g e r s  a n d  P a u l s o n ,  1 9 8 3 ;  U n d e r w o o d  e t  a l . .  ,  19 87»  D a n i e l s  
e t  a l . .  ,  1 9 8 7 » .  H3 s u b t y p e s  r e c o g n i s e  e i t h e r  o n e  o r  b o t h  o f  t h e  
s e q u e n c e s  N e u A c « 2 - 6  G a l  ( « 2 - 6  l i n k a g e  o f  s i a l i c  a c i d ,  Ne uA c > o r  
N e u A c « 2 - 3  G a l  ( « 2 - 3  1i n k a g e ) ( R o g e r s  a n d  P a u l s o n ,  1 9 8 3 )  and 
i s o l a t e s  t h a t  r e c o g n i s e  t h e  « 2 - 6  l i n k a g e  c a n  v a r y  i n  t h e  a b i l i t y  
t o  r e c o g n i s e  o t h e r  c o n f i g u r a t i o n s  ( R o g e r s  e t  a l . .  1 9 8 5 ) .  T h e  
s p e c i f i c i t y  o f  t h e  HA i s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  a m i n o  a c i d  r e s i d u e s  i n  
a n d  a r o u n d  t h e  p o c k e t  a t  t h e  d i s t a l  t i p  o f  t h e  HA t h a t  i s  t h e  
v i r a l  a t t a c h m e n t  s i t e  ( W i l s o n  e t  a l . .  ,  1 9 81 |  R o g e r s  e t  a l . .  ,  1 9 8 3 ,  
1 9 8 3 ) .  T h e  e x p r e s s i o n  o f  s i a l i c  a c i d  r e s i d u e s  o n  h o s t  c e l l s  i s  
s p e c i e s -  a n d  t i s s u e - s p e c i f i c ,  an d t h e r e f o r e  d i f f e r e n t i a l  
r e c o g n i t i o n  i s  a  d e t e r m i n a n t  o f  s p e c i e s  t i s s u e  t r o p l s m  ( N a e v e  e t  
a l .  , 1 9 8 4 1 R o g e r s  e t  a l . .  ,  1 9 8 3 »  H l g a  e t  a l .  .  1 9 8 3 )  a n d  t h e  h o s t  
c e l l  c a n  s e l e c t  a  s u b - p o p u l a t i o n  o f  o n e  s p e c i f i c i t y  ( r e v i e w e d  b y  
S c h i l d  e t  a l .  .  1 984 | R o g e r s  e t  a l . .  ,  1 9 8 3 ) .  L i k e  S F V ,  I n f l u e n z a  
v i r u s  p r e f e r e n t i a l  l y  b i n d s  t o  m i c r o v i l l i  ( B a c h i  e t  al . .  ,  1 9 6 9 ;
H e  1 e n i u s  e t  a l . .  .  1 9 8 0 ;  M a t l i n  e t  a l . .  ,  1 9 8 1 )  b u t  i n  p o l a r i s e d  
c e l l s  I n f e c t i o n  c a n  o c c u r  v i a  b o t h  t h e  a p i c a l  a n d  b a s o l a t e r a l  
s u r f a c e s  w i t h  s i m i l a r  e f f i c i e n c y  ( F u l l e r  e t  a l . .  1 9 8 4 ) .
H a v i n g  b o u n d  t o  t h e  c e l l  r e c e p t o r  u n i t  ( C R U ) ,  i n f l u e n z a  v i r u s - C R U  
c o m p l e x e s  u n d e r g o  r e d i s t r i b u t i o n  ( P a t t e r s o n  a n d  O x f o r d ,  1 9 8 6 )
w h i c h  may f a c i l i t â t »  » n t r y .  V i r u s  i s  i n t t r n a l i s t d  p r o v i d i n g  t h a t  
t h »  HA i s  i n  t h »  p r o t v o l y t i c a l l y  c l c a v t d ,  a c t i v e  f o r m  
( S c h o l t i s s t k ,  1 9 8 6 ) .  I n f l u e n z a  v i r u s  h a s  b » » n  o b s e r v e d  i n  c o a t e d  
p i t s  b u t  t h »  m a j o r i t y  i s  p r o b a b l y  t a k » n  u p  a t  u n c o a t e d  p i t s  
( P a t t e r s o n  art a  1 .  , 1 9 7 9 )  a n d  p e n e t r a t i o n  c a n  o c c u r  a t  l o w  
t e m p e r a t u r e s  i . » .  a t  0 - 4 ° C  ( r e v i e w e d  b y  D i m m o c k ,  1 9 8 2 ;  R e s u l t s  
a n d  D i s c u s s i o n  S e c t i o n  I V ) .  I n  c o n j u n c t i o n  w i t h  d a t a  s h o w i n g  
p e n e t r a t i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  m e t a b o l i c  a n d  c y t o s k e l e t a l  
i n h i b i t o r s ,  t h i s  s u g g e s t s  an  e n e r g y  i n d e p e n d e n t  u p t a k e  m e c h a n i s m  
f o r  i n f l u e n z a  v i r u s  ( P a t t e r s o n  e t  a l .  .  1 9 7 9 ) .  I n  t h e  l o w  pH
e n v i r o n m e n t  o f  t h e  e n d o s o m e  f u s i o n  a c t i v i t y  o f  t h e  HA i s  
t r i g g e r e d  a n d  t h e  m e c h a n i s m  o f  f u s i o n  h a s  b e e n  d e s c r i b e d  ( P a r t  S ,  
G e n e r a l  I n t r o d u c t i o n ) .  A g e n t s  t h a t  r a i s e  t h e  e n d o s o m a l  pH e . g .  
N H ^ C l  a n d  a m a n t a d i n e ,  i n h i b i t  i n f e c t i o n  b u t  d o  n o t  p r e v e n t  
r e p l i c a t i o n  i f  a d d e d  l O  m i n u t e s  a f t e r  i n o c u l a t i o n  a t  3 7 ° C  o r  
1 h o u r  a t  2 0 ° C ,  t h e  t i m e  t a k e n  f o r  t h e  e n v i r o n m e n t  a r o u n d  t h e  
v i r u s  t o  b e c o m e  a c i d i f i e d  t o  a p p r o x i m a t e l y  p H  5  ( Y o s h i m u r a  an d 
□ h n i s h i ,  1 9 8 4 ) .  A d d i t i o n a l l y ,  a  m o n o c l o n a l  a n t i - H A  a n t i b o d y  
s p e c i f i c  f o r  c o n f o r m a t i o n a l l y  a l t e r e d  H A  b i n d s  t o  i n t e r n a l i s e d  
v i r u s  b u t  n o t  t o  v i r u s  a d s o r b e d  t o  t h e  c e l l  s u r f a c e  ( B a c h i  e t  
a l . ,  1 9 8 5 ) ,  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  HA u n d e r g o i n g  t h e  p H - i n d u c e d  
c o n f o r m a t l o n a l  c h a n g e  w h i c h  i s  t h o u g h t  t o  f u s e  t h e  m e m b r a n e s  o f  
t h e  v i r u s  a n d  e n d o s o m e  a n d  l i b e r a t e  v i r i o n  R N A - c o n t a i n i n g  c o r e s  
i n t o  t h e  c y t o p l a s m .  T h i s  a n t i b o d y  a l s o  r e a c t s  w i t h  v i r u s  b o u n d  t o  
p l a s t i c  a n d  i s  t h e r e f o r e  a  m a r k e r  o f  c o n f o r m a t l o n a l  c h a n g e ,  n o t  
n e c e s s a r i l y  t h a t  i n d u c e d  b y  m i l d l y  a c i d i c  p H .  I n  t h i s  w a y  f u s i o n  
i s  a c c o m p a n i e d  b y  u n c o a t i n g ,  b u t  t h e r e  i s  e v i d e n c e  t h a t  t h i s  
r e p r e s e n t s  o n l y  p a r t i a l  u n c o a t l n g  a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  n e x t  
s e c t i o n .  S i n c e  b o t h  RNA t r a n s c r i p t i o n  a n d  r e p l i c a t i o n  t a k e  p l a c e  
i n  t h e  n u c l e u s  ( S h a p i r o  e t  a l .  .  1 9 8 7 ) ,  t h e s e  c o r e s  m u s t  b e
t r a n s p o r t e d  t o  t h e  n u c l e u s .  L i t t l e  i s  know n a b o u t  t h e  m e c h a n i s m  
b y  w h i c h  t h i s  t r a n s p o r t  o c c u r s  b u t  i t  i s  a s s u m e d  t o  b e  o r d e r e d  
s i n c e  507. o f  v i r i o n  RNA i n t e r n a l i s e d  r e a c h e s  t h e  n u c l e u s  a f t e r  I S  
m i n u t e s  ( S t e p h e n s o n  a n d  D i m m o c k ,  1 9 7 S ) .  A  s e q u e n c e  o f  t h e  N P  g e n e  
t h a t  c o n t r o l s  n u c l e a r  a c c u m u l a t i o n  o f  t h i s  p r o t e i n  i n  X e n o p u s  
o o c y t e s  h a s  b e e n  i d e n t i f i e d  ( D a v e y  e t  a l . .  1 9 8 5 a )  w h i c h  may b e  
i m p o r t a n t .
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U N C O A T I N G  OF  I N F L U E N Z A  V I R U S
T h e  p r o c e s s  o f  u n c o a t i n g  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  r e m a i n s  i l l - d e f i n e d .  
E x p e r i m e n t s  t o  u n d e r s t a n d  t h e  p r o c e s s  h a v e  r e l i e d  on l i m i t i n g  t h e  
e a r l y  e v e n t s  b y  c a r r y i n g  o u t  i n o c u l a t i o n  a t  4  C o r  u s i n g  
i n h i b i t o r s .
A t  4 ° C  i n f l u e n z a  v i r u s  p e n e t r a t e s  i n t o  c e l l s  a n d  t h e  v i r i o n  RNA 
e n t e r s  t h e  n u c l e u s ,  b u t  n o  v i r u s - s p e c i f i c  s y n t h e s i s  o c c u r s  
( S t e p h e n s o n  a n d  D i m m o c k ,  1 9 7 5 ) .  When t h e  t e m p e r a t u r e  i s  r a i s e d  t o  
3 7 ° C  p r i m a r y  t r a n s c r i p t i o n  b e g i n s  a n d  v i r i o n  RNA e m e r g e s  f r o m  t h e  
n u c l e u s .  T h e  m i g r a t i o n  o f  v i r i o n  RNA f r o m  t h e  n u c l e u s  i s  p u z z l i n g  
c o n s i d e r i n g  t h a t  t h e  n u c l e u s  i s  t h e  s i t e  o f  t r a n s c r i p t i o n .  W h i l s t  
t h e  l i p i d  c o m p o n e n t  r e m a i n s  i n  t h e  c y t o p l a s m ,  h a l f  o f  t h e  N P  an d 
M a s s o c i a t e s  w i t h  t h e  n u c l e u s  a n d  u n q u a n t i f i e d  a m o u n t s  o f  H A 1 an d 
H A 2  a r e  f o u n d  i n  b o t h  t h e  c y t o p l a s m i c  a n d  n u c l e a r  f r a c t i o n s .  
A n a l y s i s  o f  t h e  s e d i m e n t a t i o n  b e h a v i o u r  o f  t h e  v i r a l  c o m p o n e n t s  
i n  n u c l e i  s h o w e d  t h a t  t h e y  w e r e  r i b o n u c l e o p r o t e i n  p a r t i c l e s  (R NP )  
w i t h  s i m i l a r  c o m p o s i t i o n  t o  RNP o b t a i n e d  b y  d i s r u p t i o n  o f  v i r i o n s  
w i t h  N P 40  ( H u d s o n  e t  a l . . 1 9 7 8 )
T h e  d a t a  o f  B u k r l n s k a y a  e t  a l .  < 1 9 8 0 ,  1 9 8 2 )  s u g g e s t  t h a t  a
s e c o n d a r y  s t a g e  o f  u n c o a t i n g  may b e  i n v o l v e d  s u b s e q u e n t  t o  l o s s  
o f  t h e  l i p i d ,  and p r e s u m a b l y  t h e  g l y c o p r o t e i n s ,  w i t h i n  e n d o s o m e s .  
T h e s e  w o r k e r s  c o m p a r e d  t h e  r e l a t i v e  q u a n t i t i e s  o f  v i r a l  
c o m p o n e n t s  i n  c y t o p l a s m ,  n u c l e a r  a s s o c i a t e d  c y t o p l a s m  ( N A C )  an d 
n u c l e i  o f  c e l l s  i n c u b a t e d  i n  t h e  a b s e n c e  a n d  p r e s e n c e  o f  
r i m a n t a d i n e .  R i m a n t a d i n e  a n d  a m a n t a d i n e ,  d e r i v a t i v e s  o f  
a d a m a n t a n e ,  a t  lo w  c o n c e n t r a t i o n s  a l l o w  a t t a c h m e n t  an d 
p e n e t r a t i o n  b u t  n o t  p r i m a r y  t r a n s c r i p t i o n  o f  s e n s i t i v e  s t r a i n s  
( H a y  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  I n  t h e  a b s e n c e  o f  r i m a n t a d i n e  t h e  NAC 
c o n t a i n e d  b o t h  M l - c o n t a i n l n g  n u c l e o c a p s l d s  ( M l - R N P )  an d M l - f r e e  
n u c l e o c a p s i d s  (R NP )  a n d  t h e  n u c l e i  c o n t a i n e d  RNP.  I n  a d d i t i o n  Ml 
w a s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  n u c l e a r  e n v e l o p e  ( B u k r i n s k a y a  e t  a l . .  
1 9 8 2 ) .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  d r u g ,  M l - R N P  w e r e  f o u n d  i n  b o t h  t h e  
NAC a n d  n u c l e i .  T h e s e  r e s u l t s  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  a  s ch e m e  
i n v o l v i n g  l o s s  o f  t h e  l i p i d  a n d  g l y c o p r o t e i n s  w i t n i n  e n d o s o m e s ,  
p r i m a r y  u n c o a t l n g ,  f o l l o w e d  b y  a  s e c o n d  s t a g e  i n v o l v i n g  l o s s  o f  
M l  p r o t e i n  t o  p r o d u c e  R N P .  I n  s i m i l a r  e x p e r i m e n t s  K o z e l e t s k a y a  e t  
a l .  ( 1 9 8 4 )  r e p o r t e d  a t t a c h m e n t ,  p e n e t r a t i o n  a n d  l a c k  o f  p r i m a r y
t r a n s c r i p t i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  r i m a n t a d i n e ,  b u t  f o u n d  n o  
c o r r e l a t i o n  w i t h  n u c l e o c a p s i d  c o m p o s i t i o n .
E x p e r i m e n t s  w i t h  p h o t o s e n s i t i v e  v i r u s  a l s o  i n d i c a t e  t h a t  a  s t a g e  
s u b s e q u e n t  t o  p e n e t r a t i o n  i s  i n t e r r u p t e d  b y  a m a n t a d i n e  a n d  
r i m a n t a d i n e .  P h o t o s e n s i t i v e  v i r u s  i s  p r e p a r e d  b y  g r o w t h  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  n e u t r a l  r e d  a n d  r e m a i n s  s e n s i t i v e  t o  l i g h t  u n t i l  
e a r l y  i n  i n f e c t i o n .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  a m a n t a d i n e  K a t o  a n d  E g g e r s  
( 1 9 6 9 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  v i r u s  a t t a c h e d  t o  a n d  p e n e t r a t e d  c e l l s ,  
b u t  r e m a i n e d  p h o t o s e n s i t i v e .  S i m i l a r l y ,  B u b o v i c h  e t  a l .  ( 1 9 8 5 )
f o u n d  t h a t  v i r u s  r e m a i n e d  p h o t o s e n s i t i v e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f
r i m a n t a d i n e  an d a l s o  s how ed  t h a t  v i r i o n  RNA wa s t r a n s p o r t e d  t o  
t h e  n u c l e u s .
T a k e n  t o g e t h e r  t h e s e  r e s u l t s  s t r o n g l y  s u g g e s t  t h a t  c o m p l e t e  
u n c o a t i n g  i n v o l v e s  m o r e  t h a n  l o s s  o f  t h e  l i p i d  an d g l y c o p r o t e i n s .  
T h e  s e c o n d  s t a g e  may b e  l o s s  o f  M l  f r o m  n u c l e o c a p s i d s  
( B u k r i n s k a y a  e t  a l . .  1 9 8 0 ,  1 9 8 2 )  o r  some o t h e r  e v e n t  l e a d i n g  t o  
p r i m a r y  t r a n s c r i p t i o n .  L o s s  o f  Ml i s  an a t t r a c t i v e  p r o p o s i t i o n  
b e c a u s e  t h i s  p r o t e i n  i n h i b i t s  t r a n s c r i p t a s e  a c t i v i t y  i n  v i t r o  
( Z v o n a r j e v  an d G h e n d o n , 1 9 8 0 ;  M i k h e j e v a  a n d  G h e n d o n ,  1 9 8 3 ) .  I t  i s  
i n t r i g u i n g  t h a t  a m a n t a d i n e  r e s i s t a n t  m u t a n t s  c o n t a i n  a m i n o  a c i d  
s u b s t i t u t i o n s  i n  t h e  m e m b ra n e  s p a n n i n g  r e g i o n  o f  M2 ( H a y  e t  a l . ,  
1 9 8 5 )  w h i c h  i s  e i t h e r  a b s e n t  f r o m  v i r i o n s  o r  p r e s e n t  i n  v e r y  low 
a m o u n t s  ( P a r t  3 ( e )  a b o v e ) .
A f t e r  i n o c u l a t i o n  o n t o  c e l l s  t h e  v i r i o n  RNA b e co m e s  s e n s i t i v e  t o  
R N a s e  d i g e s t i o n  a n d  t h i s  c a n  b e  u s e d  a s  a  m e a s u r e  o f  u n c o a t i n g  
( K o f f  a n d  K n i g h t ,  1 9 7 9 ) .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  r i m a n t a d i n e ,  
s e n s i t i v i t y  o f  v i r i o n  RNA t o  R N a s e  d i d  n o t  I n c r e a s e  s i g n i f i c a n t l y  
( K o f f  a n d  K n i g h t ,  1 9 7 9 )  b u t ,  s i n c e  t h e s e  w o r k e r s  d i d  n o t  
d e m o n s t r a t e  p e n e t r a t i o n ,  t h i s  c o u l d  b e  t h e  r e s u l t  o f  a  f a i l u r e  o f  
p r i m a r y  o r  s e c o n d a r y  u n c o a t l n g .
T h e  e n d  o f  t h e  i n i t i a l  s t a g e s  o f  i n f e c t i o n  n a m e l y  a t t a c h m e n t ,  
p e n e t r a t i o n  an d u n c o a t i n g  i s  m a r k e d  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  v i r i o n  
RNA—c o n t a i n l n g  n u c l e o c a p s i d s  i n  t h e  n u c l e u s  i n  a  f o r m  c a p a b l e  o f  
a c t i n g  a s  t e m p l a t e  f o r  t h e  a c t i v e  t r a n s c r i p t a s e  c o m p l e x .
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7 .  T R A N S C R I P T I O N  AND RNA R E P L I C A T I O N
T r a n s c r i p t i o n  a n d  RNA r e p l i c a t i o n  a r e  e x e c u t e d  b y  v i r a l  g e n e  
p r o d u c t s  b u t  t h e r e  i s  an o b l i g a t o r y  r e q u i r e m e n t  f o r  a  f u n c t i o n a l  
h o s t - c e l l  n u c l e u s .  V i r a l  r e p l i c a t i o n  d o e s  n o t  o c c u r  i n  e n u c l e a t e  
c e l l s  ( F o l l e t t  e t  a l . .  1 9 7 4 ;  K e l l y  e t  al_.  ,  1 9 7 4 ) ,  c e l l s
i r r a d i a t e d  w i t h  UV  l i g h t  p r i o r  t o  i n f e c t i o n ,  n o r  i n  t h e  p r e s e n c e  
o f  a c t i n o m y c i n  D ( B a r r y  e t  a l .  ,  1 9 6 2 ) .  S p e c i f i c  i n h i b i t i o n  b y  
« - a m a n i t i n  o f  c e l l u l a r  RNA p o l y m e r a s e  I I ,  w h i c h  i s  r e s p o n s i b l e  
f o r  D N A - d e p e n d e n t  mRNA t r a n s c r i p t i o n ,  a l s o  i n h i b i t s  i n f l u e n z a  
v i r u s  t r a n s c r i p t i o n  ( R o t t  a n d  S c h o l t i s s e k ,  1 9 7 0 ;  Lamb an d 
C h o p p i n ,  1 9 7 7 ;  S p o o n e r  a n d  B a r r y ,  1 9 7 7 ) .  D e p l e t i o n  o f  mRNA i n  t h e  
n u c l e u s  b y  t h e s e  m e a n s  a f f e c t s  r e p l i c a t i o n  b e c a u s e  t h e  v i r a l  
p o l y m e r a s e  e n z y m e ,  p r e s e n t  i n  t h e  v i r i o n ,  l a c k s  t h e  a b i l i t y  t o  
c a p  a n d  m e t h y l a t e  RNA a n d  r e l i e s  o n  t h e  h o s t  c e l l  f o r  t h e s e  
f u n c t i o n s .  O t h e r  i n h i b i t o r s  o f  n u c l e a r  f u n c t i o n  a l s o  p r e v e n t  
r e p l i c a t i o n  ( M i n o r  a n d  D i m m o c k ,  1 9 7 7 ) .  P r o d u c t i o n  o f  v i r a l  mRNAs 
i n  t h e  i n f e c t e d  c e l l  t h a t  a r e  c a p p e d  a n d  m e t h y l a t e d  ( P l o t c h  e t  
a l . ,  1 9 7 8 )  i s  a c h i e v e d  b y  p i l f e r i n g  r e a d y - m a d e  c a p  s t r u c t u r e s  
f r o m  c e l l u l a r  mRNAs t h a t  a c t  a s  p r i m e r s  f o r  v i r a l  t r a n s c r i p t i o n .  
T h e  m e c h a n i s m  o f  " t r a n s - c a p p i n g "  h a s  b e e n  e l u c i d a t e d  l a r g e l y  f r o m  
t h e  s t u d y  o f  t r a n s c r  i p t  i o n  d i r e c t e d  b y  p u r i f i e d  v i r i o n s  in .  v i t r o  
a n d  i s  c o n s i d e r e d  n e x t .
( a )  T r a n s c r  i p t  i o n  i_r  ^ v i t r o
P o l y m e r a s e  a c t i v i t y  o f  v i r u s  i s  a c t i v a t e d  b y  d i s r u p t i n g  t h e  
m e m b r a n e  o f  v i r i o n s ,  f o r  e x a m p l e  b y  d e t e r g e n t  t r e a t m e n t ,  a n d  i s  
p r e s e n t  i n  n u c l e o c a p s i d s  p u r i f i e d  f r o m  v i r i o n s .  I n i t i a t i o n  o f  
t r a n s c r l p t i o n  o c c u r s  e f f i c i e n t l y  o n l y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  s u i t a b l e
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mRNA an d d i n u c l e o t i d e  p r i m e r s  a n d  c a p  a n a l o g u e s .
T o  a c t  a s  p r i m e r s  o f  t r a n s c r i p t i o n  mRNAs m u s t  h a v e  a S '  c a p  
m e t h y l a t e d  a t  p o s i t i o n  7 ,  b e  2 ’ O - m e t h y l a t e d  a t  t h e  p e n u l t i m a t e  
b a s e  ( B o u l o y  e t  a l . .  1 9 8 0 )  a n d  h a v e  an a d e n i n e  ( A )  r e s i d u e  1 1 - 1 4  
n u c l e o t i d e s  f r o m  t h e  S '  e n d  ( P l o t c h  e t  a l .  .  1 9 8 1 ) .  T h e  c a p p e d  RNA 
i s  b o u n d  b y  P B 2  ( s e e  F i g u r e  6  f o r  m e c h a n i s m ) ( U l m a n e n  e t  a l . ,
1 9 8 1 ,  1 9 8 3 1 B l a a s  e t  a l .  .  1 9 8 2 a , b ;  P e n n  e t  al_ .  ,  1 9 8 2 ;  
B r a a m - n a r k s o n  e t  a l . ,  1 9 8 5 )  a n d  c l e a v e d  a f t e r  t h e  A  r e s i d u e  b y  an 
u n i d e n t i f i e d  p r o t e i n .  T h i s  p r o d u c e s  a c a p p e d  o l i g o n u c l e o t i d e  w i t h  
a  h y d r o x y l  g r o u p  a t  t h e  3 ’ t e r m i n u s  t h a t  c a n  a c t ' a s  a  p r i m e r  f o r  
t r a n s c r i p t i o n .  T h e  A r e s i d u e  b a s e - p a i r s  w i t h  t h e  u r i d i n e  (U> 
r e s i d u e  a t  t h e  3 '  e n d  o f  t h e  v i r i o n  RNA a n d  t h e  f i r s t  n u c l e o t i d e  
a d d e d  b y  PB1  o f  t h e  v i r a l  e n z y m e  c o m p l e x  i s  a  g u a n o s l n e  ( G )  
r e s i d u e  c o m p l e m e n t a r y  t o  t h e  p e n u l t i m a t e  b a s e  o f  e a c h  ge n o m e  
s e g m e n t .  T h u s ,  mRNA s y n t h e s i s  i s  i n i t i a t e d  a n d  r e p e a t e d  a d d i t i o n  
o f  c o m p l e m e n t a r y  n u c l e o t i d e s  b y  PB1 l e a d s  t o  e l o n g a t i o n  o f  t h e  
mRNA ( B r a a m  e t  a l . ,  1 9 8 3 ;  R o m a n o s  a n d  H a y ,  1 9 8 3 ;  U l m a n e n  e t  a l . «  
1 9 8 3 ) .  T h e  c a p  r e m a i n s  b o u n d  t o  t h e  c o m p l e x  w h i l s t  t h e  f i r s t  
1 0 - 2 0  n u c l e o t i d e s  a r e  a d d e d  ( B r a a m  et^ a l .  ,  1 9 8 3 ) .
W h i l s t  PB1 a p p e a r s  t o  b e  s o l e l y  r e s p o n s i b l e  f o r  i n i t i a t i o n  an d 
e l o n g a t i o n ,  t h e  t h r e e  p o l y m e r a s e  p r o t e i n s  r e m a i n  a s s o c i a t e d  a s  a 
c o m p l e x  m o v i n g  down  t h e  t e m p l a t e  a s  t h e  t r a n s c r i p t  i s  s y n t h e s i z e d  
( B r a a m  e t  a l_ .  ,  1 9 8 3 ) .  T h e  r e s u l t i n g  t r a n s c r i p t s  c o n t a i n  a  c a p p e d ,  
h e t e r o l o g o u s  s e q u e n c e  c o v a l e n t l y  l i n k e d  t o  t h e  v i r u s - s p e c i f i c  
s e q u e n c e .  T r a n s c r l p t i o n  t e r m i n a t e s  a t  a n  o l i g o  U  t r a c t  3 - 7  
r e s i d u e s  l o n g  b e t w e e n  1 3  a n d  2 2  b a s e s  f r o m  t h e  3 '  e n d  o f  t h e  vRNA 
( R o b e r t s o n  « t  a l . .  1 9 8 1 )  w h i c h  c o n s t i t u t e s  t h e  p o l y a d e n y l a t i o n  
s i t e .  T h e  m e c h a n i s m  o f  p o l y a d e n y l a t i o n  i s  n o t  u n d e r s t o o d  b u t  may
3?
C a p —b i n d i n g  an d 
e n d o n u c  l e o l y t i c  d t a v a g a
I n t  i  a t  i on
F i g u r e  6 :  M oda l  o f  t h *  • f u n c t i o n * ,  i n t e r a c t i o n s ,  a n d  m o v e m e n t s  o f  
t h e  t h r e e  P p r o t e i n s  i n  t h e  i n i t i a l  s t a g e s  o f  
i n f l u e n z a  v i r u s  mRNA s y n t h e s i s .
T h e  R N A  s e q u e n c e s  s h o w n  a r e  t h o s e  o f  t h e  NP ( g e n o m e  s e g m e n t  3 > . 
P B 2  b i n d s  t o  t h e  5 '  t e r m i n a l  c a p  o f  h e t e r o l o g o u s  RNA w h i c h  i s  
t h e n  c l e a v e d  a t  a p u r i n e  r e s i d u e  1 0 - 1 3  n u c l e o t i d e s  f r o m  t h e  c a p  
( s e q u e n c i n g  o f  mRNA* p r o d u c e d  i n  v i v o  , u g g . m t# t h a t  p r e f e r e n t i a l  
c l e a v a g e  o c c u r s  a f t e r  t h e  s e q u e n c e  ( G ) C A ) .  P B l  c a t a l y s e s  t h *  
a d d i t i o n  o f  v i r u s - s p e c i f i c  c o m p l e m e n t a r y  n u c l e o t i d e s  i n  t h *  
i n i t i a t i o n  and e l o n g a t i o n  r e a c t i o n s .  T h e  t h r e e  p o l y m e r a s e  
p r o t e i n s  move t o g e t h e r  a l o n g  t h *  t e m p l a t e ,  t h *  c a p  b e i n g  r e l e a s e d  
f r o m  P B 2  a f t e r  1 0 - 2 0  n u c l e o t i d e s  h a v e  b e e n  a d d e d  t o  t h *  p r i m e r .  
A d a p t e d  f r o m  B ra a m  * t  a l .  ( 1 9 8 3 )  b y  K i n g s b u r y  ( 1 9 8 3 ) .
<0
b e  t h e  r e s u l t  o f  r e p e t i t i v e  c o p y i n g  o f  t h e  o l i g o  U t r a c t  o r  be  
t e m p l a t e - i n d e p e n d e n t  ( K r u g ,  1 9 8 3 ) .
S y n t h e t i c  o l i g o n u c l e o t i d e s  a n d  c a p  a n a l o g u e s  a l s o  s t i m u l a t e  
t r a n s c r i p t a s e  a c t i v i t y .  O f  t h e  s y n t h e t i c  o l i g o n u c l e o t i d e s ,  Ap G 
( 3  ‘ —5 '  > ,  Xp Ap G a n d  Ap G pC  a r e  t h e  b e s t  p r i m e r s  ( P l o t c h  a n d  K r u g ,  
1 9 7 7 ;  Ka w ak a m i et^ a l . ,  1 9 8 1 ;  S t r i d h  e t  a l .  ,  1 9 8 1 b )  p r o b a b l y
b e c a u s e  t h e y  b a s e - p a i r  w i t h  t h e  c o n s e r v e d  s e q u e n c e  a t  t h e  t e r m i n i  
o f  vRNA  s e g m e n t s .  H o w e v e r , t h e s e  a r e  a t  l e a s t  1 , 0 0 0  t i m e s  l e s s  
e f f i c i e n t  a s  p r i m e r s  t h a n  mRNA o n  a  m o l a r  b a s i s  ( B o u l o y  e t  a l .  , 
1 9 7 8 ) .  Ap G  f o r m s  t h e  S '  e n d  o f  t r a n s c r i p t s  ( F i g u r e  7 ;  P l o t c h  and 
K r u g ,  1 9 7 7 )  w h i c h  a r e  p o l y a d e n y l a t e d  a n d  a r e  t r a n s l a t e d  i n  some  
c e l l - f r e e  s y s t e m s  ( K r u g ,  1 9 8 3 ) .  H e p t a n u c l e o t i d e s  c o m p l e m e n t a r y  t o  
t h e  vRNA d o  n o t  a c t  a s  e f f i c i e n t l y  a s  p r i m e r s  a s  t h e  
o l i g o n u c l e o t i d e s  m e n t i o n e d  a b o v e ,  p e r h a p s  b e c a u s e  t h e  3 '  t e r m i n i  
o f  t h e  h e p t a n u c  l e o t  i d e s  a r e  t o o  f a r  f r o m  t h e  a c t i v e  s i t e  o f  t h e  
RNA p o l y m e r a s e  when a n n e a l  l e d  t o  t h e  vRNA  ( K a w a k a m i  * t  a l . ,
1 9 8 1 b ) .
C a p  a n a l o g u e s ,  f o r  e x a m p l e  m7 G p p p A m ,  s t i m u l a t e  t r a n s c r i p t i o n ,  b u t  
a r e  n o t  i n c o r p o r a t e d  i n t o  t r a n s c r i p t s  a n d  t h e  e f f e c t  i s  a d d i t i v e  
w i t h  ApG ( P e n n  a n d  M a h y ,  1 9 8 4 ;  K a w a k a m i  f t  a l .  ,  1 9 8 5 ) .  S u c h  
s t i m u l a t i o n  t h e r e f o r e  a p p e a r s  t o  b e  a l l o s t e r i c .  N o a n a l y s i s  o f  
t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  t r a n s c r i p t s  p r o d u c e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  c a p  
a n a l o g u e s  h a s  b e e n  r e p o r t e d  b u t  p r e s u m a b l y  t h e s e  a r e  s i m i l a r  t o  
t h o s e  s y n t h e s i z e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  ApG a n d  h a v e  an u n c a p p e d  S '  
e n d  c o m p l e m e n t a r y  t o  t h e  3 '  t e r m i n u s  o f  v R N A .  m7 GMP s t i m u l a t e s  
t r a n s c r i p t i o n  a n d  i s  i n c o r p o r a t e d  i n t o  t r a n s c r i p t s .  S i n c e  t h e  
e f f e c t  i s  n o t  a d d i t i v e  w i t h  A p G  t h i s  s u g g e s t s  t h a t  t h e s e  
m o l e c u l e s  p r i m e  b y  a  s i m i l a r  m e c h a n i s m  ( P e n n  a n d  M a h y ,  1 9 8 4 ) .
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( b )  RNA s y n t h t i i *  v i v o
I n i l u » n i *  v i r u s  mRNAs p r o d u c t d  i ri  v i t r o  a n d  v i v o  h a v a  a nu mbe r 
o f  s i m i l a r i t i e s ,  i m p l y i n g  a  common m e c h a n i s m  o f  s y n t h e s i s .  B o t h  
c o n t a i n  a  h o s t - d o n a t e d  s e q u e n c e  a t  t h e  S '  t e r m i n u s  w h i c h  i n c l u d e s  
a r e s i d u e ,  u s u a l l y  A ,  c o r r e s p o n d l n g  t o  t h e  3* t e r m i n a l  U o f  t h e  
v R N A  p r e c e d i n g  t h e  r e m a i n d e r  o f  t h e  v i r u s - s p e c i f i c  s e q u e n c e  
( K r u g ,  1 9 8 3 ;  F i g u r e  7 > .  H o w e v e r ,  o n l y  n e w l y  s y n t h e s i z e d  mRNA c a n  
a c t  a s  p r i m e r  s i n c e  t h e  m e t h y l  g r o u p s  a t  t h e  5 '  c a p  o f  v i r a l  
mRNAs a r e  l a b e l l e d  o n l y  i f  c e l l s  a r e  I n c u b a t e d  w i t h  s H - m e t h y l  
m e t h i o n i n e  a f t e r ,  b u t  n o t  b e f o r e ,  i n f e c t i o n  ( H e r z  a t  a l .  , 1 9 B1 )  
a n d  a d d i t i o n  o f  « - a m a n i t l n  d u r i n g  i n f e c t i o n  i n h i b i t s  mRNA 
s y n t h e s i s  ( M a r k  e t  a l . ,  1 9 7 9 ) .  H e t e r o g e n e o u s  n u c l e a r  RN As a c t  a s  
p r i m e r s  b u t  i t  i s  n o t  k n ow n  w h e t h e r  n a s c e n t  o r  m a t u r e  f o r m s  a r e  
u t i l i s e d  ( K r u g ,  1 9 8 3 )  . I f  n a s c e n t  f o r m s  w e r e  u t i l i s e d  t h i s  w o u l d  
e x p l a i n  w h y  o n l y  n e w l y  s y n t h e s i z e d  t r a n s c r i p t s  a c t  a s  p r i m e r s  b u t  
t h i s  o b s e r v a t i o n  c o u l d  e q u a l l y  b e  t h e  r e s u l t  o f  r a p i d  t r a n s p o r t  
o f  s u i t a b l e  p r i m e r s  f r o m  t h e  n u c l e u s .  T h e  p o l y  A  t a i l s  o f  mRNAs 
s y n t h e s i z e d  1 n  v i v o  a r e  s h o r t e r  a n d  m o r e  h o m o g e n e o u s  i n  l e n g t h  
t h a n  t h o s e  o f  t r a n s c r i p t s  p r o d u c e d  i_n. v i t r o  ( P l o t c h  a n d  K r u g ,
1 9 7 7 ) .
T r a n s c r  i p t l o n  i r i  v i v o  c a n  b e  a r b i t r a r i l y  s e p a r a t e d  i n t o  t w o  
p h a s e s  d e p e n d i n g  on  t h e  s e n s i t i v i t y  t o  e y e l o h e x i m i d e  ( C Y H ) . I n  
t h e  p r e s e n c e  o f  t h i s  d r u g  t r a n s c r  i p t i o n  d i r e c t e d  b y  t h e  i n p u t  
v i r u s  t a k e s  p l a c e  b u t  v R N A  s y n t h e s i s  a n d  a m p l i f i e d  t r a n s c r i p t i o n  
t h a t  c o n s t i t u t e  t h e  s e c o n d a r y  p h a s e  a r e  p r e v e n t e d  ( H a y  e t  a l . , 
1 977 | B a r r e t t  e t  a l .  ,  1 9 7 9 ) .  S e c o n d a r y  t r a n s c r  i p t  i o n  i s  t h e r e f o r e  
d e p e n d e n t  o n  p r o t e i n  s y n t h e s i s .  D u r i n g  p r i m a r y  t r a n s c r i p t i o n
3 ’ vRNA 5  •
mRNA 3 '
5" A p G - p r i m e d  t r a n s c r i p t  3 '
5 ’ A < — > cRN A 3 '
1 5 - 2 2  n u c l e o t i d e s
F i g u r e  7 :  D i a g r a m  t o  *hON t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  I n f l u e n z a  
v RN A an d t r a n s c r i p t s .
D i a g r a m  t o  s h o w  t h e  r e l a t i o n s h i p  o 4 vRNA  < -  s e n s e )  a n d  ♦ s e n s e  
t r a n s c r i p t s .  T h e  s e q u e n c e s  common t o  e a c h  o f  t h e  ge n om e  s e g m e n t s  
. r .  l n d t c . t . d -  AA AA A_  a . n o t „  p o l y  ,  t . U ,  . n d  t h .  1 1 - 1 4  
n u c l e o t i d e s  d o n a t e d  b y  h e t e r o l o g o u s  mRNAs t o  i n f l u e n z a  mRNAs i s  
i n d i c a t e d  b y  a  d o t t e d  l i n e .  T h e  S ’ t e r m i n a l  AG o f  t h e  A p G - p r i m e d  
f r a g m e n t  i s  t h e  i n c o r p o r a t e d  A p G .  A d a p t e d  f r o m  Lamb an d C h o p p i n  
< 1 9 8 3 ) .
<3
s i m i l a r  r c l a t i v *  a m o u n t s  o f  t h e  d i f f e r e n t  v i r a l  mRNAs a r »  
s y n t h e s i z e d  ( H a y  e t  a 1 . ,  1 9 7 7 ;  B a r r e t t  e t  a 1. , 1 9 7 ^ )  b u t  d u r i n g  
s e c o n d a r y  t r a n s c r i p t i o n  a  s e c o n d  t y p e  o f  p o s i t i v e - s e n s e  cR N A  i s  
p r o d u c e d  ( H a y  « t  a l . .  ,  1 9 7 7 ;  H a y  e t  a l .  ,  1 9 8 2 ) .  T h e s e  a r e  
f u l 1 - l e n g t h  c o p i e s  o f  t h e  g e n o m e  i n c l u d i n g  t h e  1 7 - 2 2  n u c l e o t i d e s  
n o t  c o p i e d  i n t o  mRNA,  w h i c h  i n  t u r n  a c t  a s  t e m p l a t e  f o r  t h e  
s y n t h e s i s  o f  p r o g e n y  g e n o m e s  ( F i g u r e  7 > .  A  p r i m e r  i s  n o t  
r e q u i r e d ,  n o r  a r e  t h e s e  t r a n s c r i p t s  p o l y a d e n y l a t e d  a n d  t h e s e  
a n t i g e n o m e s  a r e  t h e r e f o r e  c o - t e r m i n a l  w i t h  t h e  v i r i o n  RNA a n d  t h e  
c o m p l e m e n t  o f  t h e  c o m p l e t e  g e n e t i c  i n f o r m a t i o n  o f  t h e  v i r u s  ( H a y  
e t  a l . ,  1 9 7 7 ) .
A n t i - t e r m i n a t o r  a c t i v i t y  i s  r e q u i r e d  t o  r e a d  t h r o u g h  t h e  
p o l y - a d e n y l a t i o n  s i g n a l  a n d  t h i s  f u n c t i o n  i s  p r o b a b l y  p e r f o r m e d  
b y  N P .  D e p l e t i o n  o f  f r e e  NP (N P  n o t  a s s o c i a t e d  w i t h  
n u c l e o c a p s i d s )  f r o m  a c e l l  l y s a t e  a b o l i s h e d  s y n t h e s i s  o f  
f u l l - l e n g t h  t r a n s c r i p t s  ( B e a t o n  a n d  K r u g ,  1 9 8 6 ) .  D e p l e t i o n  o f  NS1 
h a d  n o  e f f e c t ,  b u t  o t h e r  v i r a l  p r o t e i n s  may b e  I n v o l v e d .
T h e  v i r a l  p r o t e i n s  r e s p o n s i b l e  f o r  RNA r e p l i c a t i o n  h a v e  n o t  b e e n  
i d e n t i f i e d ,  b u t  s t u d i e s  w i t h  t e m p e r a t u r e - s e n s 1t i v e  m u t a n t s  
i m p l i c a t e  a  r o l e  f o r  PB1 a n d  P A ( r e v i e w e d  b y  M a h y ,  1 9 8 3 ) .  T h e  
p o l y m e r a s e  p r o t e i n s  may b e  m o d i f i e d  i n  some  w a y  t o  p r o d u c e  a 
r e p l i c a t i v e  e n z y m e  c o m p l e x  ( K r u g ,  1 9 8 3 ) .
( c )  C e l l u l a r  s i t e  o f  t r a n s c r i p t i o n  a n d  r e p l i c a t i o n
I n f l u e n z a  v i r u s  mRNA,  t e m p l a t e  RNA a n d  v R N A  s y n t h e s i s  t a k e s  p l a c e  
i n  t h e  n u c l e u s  ( K r u g ,  1 9 8 3 ;  K i n g s b u r y ,  1 9 8 5  f o r  r e v i e w s i  E n a m l  e t  
a l .  .  1 9 8 5 1 S h a p i r o  e t  al_.  ,  1 9 8 7 ) .  P u l s e - l a b e l l e d  v i r a l  RNA
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t r a n s c r i p t s  < r *  - found i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  a s u b - n u c l e a r  
s t r u c t u r e ,  c a l l e d  t h e  n u c l e a r  c a g e ,  w i t h  w h i c h  n e w l y  s y n t h e s i z e d  
c e l l u l a r  RNA t r a n s c r i p t s  a r e  a l s o  a s s o c i a t e d  ( J a c k s o n  e t  a l . ,  
1 9 8 2 ) .  I n f l u e n z a  v i r a l  mRN As,  i n  common w i t h  o t h e r  mRNAs 
s y n t h e s i z e d  i n  t h e  n u c l e u s ,  a r e  a l s o  m e t h y l a t e d  a t  i n t e r n a l  A 
r e s i d u e s  ( K r u g  e t  a l .  ,  1976| K r u g  i t  a l . ,  1 9 8 0 )  p r o b a b l y  a s  a 
r e s u l t  o f  n u c l e a r  e n z y m e s .  I n  a d d i t i o n ,  h o s t  e n z y m e s  a r e  
r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  s p l i c i n g  o f  t r a n s c r i p t s  f r o m  s e g m e n t s  7 an d 8 
(Lamb a n d  L a i ,  1 9 8 2 ,  1 9 8 4 ) .  A f t e r  s y n t h e s i s  v i r a l  mRNAs a r e  
t r a n s p o r t e d  t o  t h e  c y t o p l a s m  ( H e r z  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  P r o g e n y  g e n om e s  
a r e  t r a n s p o r t e d  t o  t h e  c y t o p l a s m  a f t e r  s y n t h e s i s  an d 
e n c a p s i d a t i o n  b u t  t e m p l a t e  R N A s ,  a l s o  e n c a p s i d a t e d ,  r e m a i n  i n  t h e  
n u c l e u s  ( S h a p i r o  e t  al_.  ,  1 9 8 7 ) .
( d )  C o n t r o l  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  g e n e  e x p r e s s i o n
I m m e d i a t e l y  a f t e r  i n f e c t i o n  a l l  e i g h t  v i r a l  mRNAs a r e  s y n t h e s i z e d  
i n  s i m i l a r  a m o u n t s  ( H a y  e t  a l . ,  1 9 7 7 )  a n d  t h i s  i s  f o l l o w e d  b y  t h e  
s y n t h e s i s  o f  a p p r o x i m a t e l y  e q u i m o l a r  q u a n t i t i e s  o f  t e m p l a t e  RN As 
( S h a p i r o  e t  a_l_. ,  1 9 8 7 ) .  S u b s e q u e n t l y  t w o  p h a s e s  c a n  b e  d e l i n e a t e d  
d u r i n g  w h i c h  t h e  s y n t h e s i s  o f  t h e  r e l a t i v e  q u a n t i t i e s  o f  e a c h  RNA 
s p e c i e s  a n d  g e n e  p r o d u c t s  a r e  r e g u l a t e d  ( r e v i e w e d  b y  K r u g ,  1 9 8 3 »  
En a m i e t  a JU  ,  1 9 8 5 »  S h a p i r o  e t  a l . .  1 9 8 7 ) .  T h e  e a r l y  p h a s e  i s  
c h a r a c t e r i s e d  b y  t h e  p r e d o m i n a n t  s y n t h e s i s  o f  NS a n d  NP v R N A s  an d 
NS1 a n d  N P  mRNAs a n d  p r o t e i n s .  B y  c o n t r a s t  s y n t h e s i s  o f  M l  mRNA 
an d p r o t e i n  a n d  t o  a  l e s s e r  e x t e n t  HA a n d  N A a r e  d e l a y e d .  G e n e  
e x p r e s s i o n  d u r i n g  t h i s  p h a s e  i s  u n d e r  t r a n s c r i p t i o n a l  c o n t r o l  
b e c a u s e  t h e  l e v e l  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  i s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  
q u a n t i t y  o f  mRNA ( H a y  e t  al_.  ,  1 9 7 7 »  S m i t h  a n d  H a y ,  1 9 8 2 )  w h i c h  i n  
t u r n  i s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  a m o u n t  o f  v R N A  ( S h a p i r o  art a l .  ,
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1 9 B 7 ) .  Th m  d u r a t i o n  o f  t h e  o a r l y  p h a s e  v a r i e s  w i t h  c e l l  t y p e  a n d  
t h e  e n d  i s  m a r k e d  b y  m a x i m a l  s y n t h e s i s  o f  mRNAs ( S h a p i r o  e t  a 1.  , 
1 9 8 7 » .
T h e r e  i s  d i s a g r e e m e n t  o v e r  t h e  i n t e r p r e t a t i o n  o f  e v e n t s  o c c u r r i n g  
d u r i n g  t h e  s e c o n d  p h a s e  o f  g e n e  e x p r e s s i o n  ( S h a p i r o  e t  a l . .
1 9 8 7 ) .  T h e  e v i d e n c e  a v a i l a b l e  s u g g e s t s  t h a t  vR NA  s y n t h e s i s  an d 
mRNA s y n t h e s i s  a r e  u n c o u p l e d .  V i r a l  RN A s y n t h e s i s  c o n t i n u e d  a t  
t h e  m a x i m a l  r a t e ,  b u t  t h e  r a t e  o f  mRNA s y n t h e s i s  d e c r e a s e d  f r o m  
t h e  m a x i m a l  r a t e  a t  2 . S  h o u r s  p o s t - i n f e c t i o n  t o  5 7. o f  t h e  ma ximum 
r a t e  a t  4 . 3  h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n  ( S h a p i r o  e t  a l . .  1 9 8 7 ) .  H o w e v e r , 
t h e  r a t e  o f  s y n t h e s i s  o f  v i r a l  p r o t e i n s  w a s  n o t  r e d u c e d ,  i m p l y i n g  
t h a t  mRNA s y n t h e s i z e d  d u r i n g  t h e  e a r l y  p h a s e  i s  d i r e c t i n g  
t r a n s l a t i o n  r e q u i r i n g  so m e  f o r m  o f  t r a n s l a t i o n a l  c o n t r o l .  T h i s  i s  
i l l u s t r a t e d  m o s t  d r a m a t i c a l l y  b y  t h e  e x a m p l e  o f  Ml  i n  B H K - 2 1  
c e l l s  w h e r e  t h e  r a t e  o f  mRNA s y n t h e s i s  p e a k s  a t  2 . 5  h o u r s  
p o s t - i n f e c t i o n  b u t  p r o t e i n  s y n t h e s i s  i s  m a x i m a l  a t  4 . 3  h o u r s  
p o s t - i n f e c t i o n  ( S h a p i r o  et^ a l .  ,  1 9 8 7 ) .  T h e  n a t u r e  o f  t h e  c o n t r o l  
o p e r a t i n g  d u r i n g  t h e  s e c o n d  p h a s e  r e m a i n s  c o n t e n t i o u s ,  h o w e v e r .  
O t h e r  a u t h o r s  c o n c l u d e d  t h a t  e x p r e s s i o n  r e m a i n e d  u n d e r  
t r a n s c r  i p t i o n a l  c o n t r o l  i n  t h e  l a t e r  p h a s e  b e c a u s e  t h e  r a t e  o f  
s y n t h e s i s  o f  NS1 p r o t e i n  o f  FP V  d e c l i n e d  a s  t h e  r a t e  o f  s y n t h e s i s  
o f  a l l  v i r a l  mRNAs d e c r e a s e d  ( H a y  f t  a l . «  1977| I n g l l s  a n d  M a h y ,  
1 9 7 9 ) .  A t  t h e  sam e t i m e  h o w e v e r ,  t h e  r a t e s  o f  s y n t h e s i s  o f  t h e  
o t h e r  v i r a l  p r o t e i n s  i n c r e a s e d  t o ,  a n d  w e r e  t h e n  m a i n t a i n e d  a t ,  
t h e  m a x i m a l  l e v e l s  ( I n g l l s  a n d  M a h y ,  1 9 7 9 »  S k e h e l ,  1 9 7 2 )  
i n c o n s i s t e n t  w i t h  t r a n s c r i p t I o n a 1 c o n t r o l  ( S h a p i r o  e t  a l . ,  1 9 8 7 ) .
8 .  ASS EM B LY  AND R E L E A S E
S i n e *  t h e  s y n t h e s i s  o f  v R N A  t a k e s  p l a c e  i n  t h e  n u c l e u s  an d v RN A 
i s  n e v e r  f o u n d  e x c e p t  a s s o c i a t e d  M i t h  NP i n  n u c l e o c a p s i d s , t h e  
f i r s t  s t a g e  o f  a s s e m b l y  p r o b a b l y  o c c u r s  i n  t h e  n u c l e u s  ( s e e  
D u b o i s - D a l c q  e t  a 1 . ,  1 9 84  f o r  r e v i e w )  b u t  t h e r e  i s  n o  d i r e c t  
e v i d e n c e .  A  s e l e c t i v e  m e c h a n i s m  m u s t  e x i s t  f o r  t h e  t r a n s p o r t  o f  
v R N A - c o n t a i n i n g  n u c l e o c a p s i d s  f r o m  t h e  n u c l e u s  s i n c e  t h e  
a n t i g e n o m e s  r e m a i n  i n  t h e  n u c l e u s  ( S h a p i r o  * t  a l . ,  1 9 8 7 ) .  M a n d  
NP a p p e a r  b y  i m m u n o - e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  t o  a s s o c i a t e  l o o s e l y  
t o g e t h e r  i n  t h e  n u c l e u s  ( P a t t e r s o n ,  S . ,  G r o s s ,  J .  a n d  O x f o r d ,  
J . S .  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .  M l ,  o r  a n o t h e r  M g e n e  p r o d u c t ,  may 
b e  r e s p o n s i b l e  f o r  t r a n s p o r t  o f  n u c l e o c a p s i d s  s i n c e  l e s i o n s  i n  
t h i s  ge n e  r e s u l t  i n  a c c u m u l a t i o n  o f  n u c l e o c a p s i d s  I n  n u c l e i  
(E n a m i  » t  a l . ,  1 9 8 5 ) .
T h e  e n v e l o p e  c o m p o n e n t s  a s s e m b l e  a t  t h e  s u r f a c e .  HA a n d  NA b e c o m e  
i n s e r t e d  i n t o  t h e  p l a s m a  m e m b r a n e  ( L e n a r d  a n d  C o m p a n s ,  1 9 7 4 )  a n d  
a r e  p r o b a b l y  r e c o g n i s e d  b y  a n  M g e n e  p r o d u c t  a t  b u d d i n g  s i t e s  
( L o h m e y e r  e t  a l . ,  1979| B u k r i n s k a y a  a t  a l . ,  1 9 8 1 ;  Ma e n o e t  a l . ,
1 9 8 1 ) .  T h i s  i n t e r a c t i o n  may i n d u c e  c u r v a t u r e  i n  t h e  m e m b ra n e  a n d  
t h e r e b y  t r i g g e r  b u d d i n g  ( D u b o i s - D a l c q  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  HA i s  n o t  an 
o b l i g a t o r y  r e q u i r e m e n t  f o r  p r o d u c t i o n  o f  v i r i o n s .  A 
c o n d i t i o n a l - l e t h a l  ( t e m p e r a t u r e - a e n t i t i v e > m u t a n t  g a v e  r i s e  t o  
n o n - i n f e c t i o u s  p a r t i c l e s  a t  t h e  n o n - p e r m i s s i v e  t e m p e r a t u r e  w h i c h  
l a c k e d  s p i k e s  a n d  w e r e  o f  l o w e r  d e n s i t y .  T h e s e  p a r t i c l e s  
c o n t a i n e d  l e s s  t h a n  o n e  HA m o l e c u l e  p e r  v i r i o n  a n d  t h e  NA c o n t e n t  
w a s  e n r i c h e d  2 - f o l d  ( P a t t n a i k  a t  a l . ,  1 9 8 6 ) .  V i r i o n s  a r e  a l m o s t  
d e v o i d  o f  h o s t  p r o t e i n s  ( H o l l a n d  a n d  K l e i n ,  1 9 7 0 j  G a r t e n  a n d  
K l e n k ,  1 9 8 3 )  a n d  t h e r e f o r e  s o m e  m e c h a n i s m  m u s t  e x i s t  f o r  t h e i r
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e x c l u s i o n  f r o m  b u d d i n g  s i t e s  p r i o r  t o  r e l e a s e .
T h e  m e c h a n i s m  r e s p o n s i b l e  - f o r  p a c k a g i n g  n u c  l e o c a p s i d s  i n t o  
p a r t i c l e s  i s  n o t  u n d e r s t o o d ,  b u t  n uc  l e o c a p s i d s  h a v e  b e e n  s e e n  t o  
a l i g n  u n d e r  t h e  m em bra ne  ( D u b o i s - O a l c q  t t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  O t h e r  
w o r k e r s  ( P a t t e r s o n ,  S .  , G r o s s ,  J .  and O x - f o r d ,  J . S .  , p e r s o n a l  
c o m m u n i c a t i o n )  c o u l d  r e a d i l y  d e t e c t  HA i n  t h e  c e l l  m e m b ra n e  b y  
i m m u n o - e l e c t r o n  m i c r o s c o p y ,  b u t  o n l y  r a r e l y  d e t e c t e d  M a n d  NP on 
t h e  c y t o p l a s m i c  s i d e  o f  t h e  memb ran e d u r i n g  v i r u s  r e l e a s e .  T h i s  
may i n d i c a t e  t h a t  b u d d i n g  p r o c e e d s  r a p i d l y .  I n f l u e n z a  v i r u s  b u d s  
p r e d o m i n a n t l y  f r o m  t h e  a p i c a l  s u r f a c e  o f  p o l a r i s e d  c e l l s  t o  w h i c h  
t h e  g l y c o p r o t e i n s  a r e  s e l e c t i v e l y  r o u t e d  ( R o d r  i g u e i - B o u l a n  a n d  
S a b a t i n i ,  1 9 7 0 ;  R o d r i g u e z - B o u l a n  and P e n d e r g a s t ,  1 9 8 0 ;  F u l l e r  e t  
al_. , 1984)
<3
N E U T R A L I S A T I O N  OF  A N I M A L  V I R U S E S  BY A N T I B O D Y
T h e  i m m une  p r o c e s s e s  i n v o l v e d  i n  r e c o v e r y  e n d  p r o t e c t i o n  fr om  
i n f l u e n z a  v i r u s  i n f e c t i o n  a r e  c o m p l e x  an d n o  a t t e m p t  w i l l  b e  made 
t o  s u m m a r i s e  th em  h e r e  ( s e e  E n n i s ,  1 9 8 2 ;  M i t c h e l l  e t  a  1 .  , 19 85 ;  
S t u a r t —H a r r  i s  e t  a 1.  , 1 9 8 5 ;  A d a  a n d  J o n e s ,  1 9 8 6 ,  f o r  r e v i e w s ) .  
N e u t r a l i s a t i o n  i s  t h e  l o s s  o f  i n f e c t i v i t y  a s  a  r e s u l t  o f  
c o m b i n a t i o n  w i t h  a n t i b o d y .  I n  p r i m a r y  i n f e c t i o n  i t  m a y  p l a y  a 
r o l e  i n  l i m i t i n g  v i r a e m i a  a n d  c o n t r i b u t e  t o  r e c o v e r y .
N e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y  p l a y s  a  r o l e  i n  p r o t e c t i o n  a g a i n s t  
r e i n f e c t i o n  a n d  t r a n s f e r  o f  a n t i b o d y  c a n  c o n f e r  p a s s i v e  
p r o t e c t i o n .
F o r  m a n y  y e a r s  t h e  dogma w a s  t h a t  n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y  p r e v e n t e d  
a t t a c h m e n t  o f  v i r u s e s  t o  c e l l s .  I t  i s  now  r e a l i s e d  t h a t  t h i s  i s  
o n l y  o n e  o f  a n u m b e r  o f  m e c h a n i s m s  an d t h e  s t u d y  o f  t h e s e  
m e c h a n i s m s  a l s o  y i e l d s  i n f o r m a t i o n  a b o u t  v i r u s - c e l l  i n t e r a c t i o n s  
a n d  v i r i o n  s t r u c t u r e .
E a c h  o f  t h e  c o m p o n e n t s  o f  t h e  n e u t r a l i s a t i o n  r e a c t i o n ,  n a m e l y  
a n t i b o d y ,  v i r u s  a n d  t h e  h o s t  c e l l ,  p l a y s  a  r o l e  i n  d e t e r m i n i n g  
t h e  o u t c o m e  a n d  t h e s e  c o m p o n e n t s  a r e  c o n s i d e r e d  f i r s t .
9 .  A N T I B O D Y  S T R U C T U R E  AND P R O P E R T I E S
A n t i b o d i e s  o r  i m m u n o g l o b u l i n s  < I g>  a r e  g l y c o p r o t e i n s  p r o d u c e d  b y  
B - l y m p h o c y t e s ,  n o w  c o n s i d e r e d  t o  b e  p r o d u c t s  o f  a  s u p e r g e n e  
f a m i l y  t h a t  i n c l u d e s  T - l y m p h o c y t e  r e c e p t o r s  ( s e e  W i l l i a m s ,  1 9 8 4 ;  
H o o d  e t  a l . ,  1 9 8 5  f o r  r e v i e w s ) .
T h e r e  a r e  f i v e  c l a s s e s  o f  I g  n a m e l y  I g G ,  I g M ,  I g A ,  I g D ,  an d I g E  
a n d  t h e  f i r s t  t h r e e  o f  t h e s e  h a v e  b e e n  s ho w n  t o  c a u s e
n e u t r a l  i s a t i o n .  F i g u r e  8  s h o w s  s c h e m a t i c  d i a g r a m s  o f  t h e i r  
s t r u c t u r e  an d T a b l e  1 s u m m a r i s e s  some  o-f t h e i r  p r o p e r t i e s .  T h e  
b a s i c  I g  s t r u c t u r e  i s  e x e m p l i f i e d  b y  I g G  ( F i g u r e  9 )  an d c o n s i s t s  
o f  - f o u r  p o l y p e p t i d e  c h a i n s  ( t w o  p a i r s )  w h i c h  f o r m  a V - s h a p e d  
s t r u c t u r e  c o m p r i s e d  o f  t w o  i d e n t i c a l  h e a v y  (H> a n d  tw o  i d e n t i c a l  
l i g h t  ( L )  c h a i n s  ( s e e  P o r t e r ,  I 9 5 9 j  N i s o n o f f  e t  a  1 . ,  1 9 7 3 ;
B u r t o n ,  1 9 83  - f o r  r e v i e w s ) .  H a n d  l_ c h a i n s  a r e  h e l d  t o g e t h e r  b y  
s t r o n g  n o n —c o v a l e n t  f o r e s t  a n d  u s u a l l y  a t  l e a s t  o n e  i n t e r c h a i n  
d i s u l p h i d e  b o n d ,  a n d  s i m i l a r  i n t e r a c t i o n s  a r e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  
H - H  c h a i n  a s s o c i a t i o n .
E a c h  H a n d  L  c h a i n  c o n s i s t s  o f  c o n s t a n t  a n d  v a r i a b l e  r e g i o n s .  
T h e r e  a r e  f i v e  c l a s s e s  o f  C M w h i c h  d e f i n e  t h e  I g  c l a s s  a n d  e a c h  
i s  f u n c t i o n a l l y  a n d  a n t i g e n i c a l l y  d i s t i n c t .  T h e  r e g i o n s  t h a t  
c o m p r i s e  t h e  F c  r e g i o n  h a v e  i m p o r t a n t  e f f e c t o r  f u n c t i o n s  
i n c l u d i n g  c o m p l e m e n t  f i x a t i o n  a n d  p l a c e n t a l  p a s s a g e .  Some c e l l s ,  
e . g .  p h a g o c y t e s ,  b e a r  r e c e p t o r s  f o r  t h e  F c  r e g i o n  w h i c h  c a n  
r e s u l t  i n  e n h a n c e d  u p t a k e  o f  v i r u s - a n t i b o d y  c o m p l e x e s .  I n  mammals 
t h e r e  a r e  t w o  t y p e s  o f  l i g h t  c h a i n ,  c a l l e d  k a p p a  a n d  la m b d a ,  
w h i c h  c a n  b e  l i n k e d  t o  H c h a i n s  o f  a n y  c l a s s .  T h e  c o n s t a n t  
r e g i o n s  v a r y  s l i g h t l y  w i t h i n  a  c l a s s  f o r  e x a m p l e  f o u r  s u b - t y p e s  
o f  I g G  i n  man h a v e  b e e n  d e f i n e d .
T h e  a n t i g e n - b i n d i n g  s i t e  o r  p a r a t o p e  i s  f o r m e d  b y  t h e  
j u x t a p o s i t i o n  o f  t w o  v a r i a b l e  N - t e r m i n a l  r e g i o n s ,  o n e  e a c h  f r o m  
h e a v y  a n d  l i g h t  c h a i n s  ( V M a n d  V^_ r e s p e c t i v e l y ) .  C o n s e q u e n t l y  
e a c h  f o u r  c h a i n  u n i t  h a s  t w o  a n t i g e n  b i n d i n g  s i t e s .  A  h u g e  
d i v e r s i t y  o f  s p e c i f i c i t i e s  i s  g e n e r a t e d  f r o m  a r e l a t i v e l y  s m a l l  
n u m b e r  o f  g e n e s  b y  a  p r o c e s s  o f  r e c o m b i n a t i o n  a n d  m u t a t i o n .  I n  
g e r m  l i n e  c e l l s  t h e  I g  g e n e s  a r e  s e p a r a t e d  a l o n g  t h e  ch r o m o s o m e  
a n d  I n c l u d e  m u l t i p l e  c o p i e s  o f  a n d  VL  s e q u e n c e s .  D u r i n g  
m a t u r a t i o n  o f  t h e  B - l y m p h o c y t e  t h e  g e n e s  f o r  a  c o m p l e t e  I g
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T a b l e  l i  S um m a ry  o f  t h e  p r o p e r t i e s  o f  t h e  i m m u n o g l o b u l i n s  
I n v o l v e d  i n  a n t i — v i r a l  r e s p o n s e s  i n  man
I m m u n o g l o b u l i n  c l a s s
I g G I g M I g A  ( a ) s l g A
P r o p e r t y
A p p r o x . 
m o l .  w t . 1 5 0 , 0 0 0 9 0 0 , 0 0 0 1 6 0 , 0 0 0 3 8 5 , 0 0 0
H e a v y  C h a i n
S t r u c t u r e 4 c h .  u n i t ( 4  c h .  u n i t ) s  
♦  J  c h .
4  c h .  u n i t <4
♦J
c h .  uni1 
c h .  and
V a l e n c y 2 10 2 4
y. t o t a l  I g  
i n  s é r u m 80 6 13 n e g .
S u b c l a s s e s 1 , 2 , 3 , 4 1 . 2 1 . 2 1 . 2
C o m p l e m e n t  
f i x a t i o n ♦ ( b ) ♦ _ -
4 c h .  u n i t  ■  b a s i c  < L H > a  m o l e c u l e .
( a )  A l s o  p r e s e n t  i n  v e r y  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  i n  s s r u m  a s  a  d i m s r  
p o l y m e r i s e d  b y  J  c h a i n  o n l y «  t o t a l  m o l .  w t .  3 3 5 , 0 0 0 .
( b )  T h »  I g G 4  s u b - c l a s s  o f  human I g G  i s  n o t  c a p a b l »  o f  a c t i v a t i n g  
c o m p l e m e n t .
n » g  ■  n e g l i g i b l » ;  S c  -  s e c r e t o r y  c o m p o n e n t ,
n . b .  c o n c e n t r a t i o n  o f  i m m u n o g l o b u l i n  ( I g >  may v a r y  i n  
i n d i v i d u a l s .
I n f o r m a t i o n  f r o m i
N i s o n o f f ,  A .  < 1 9 8 4 )  “ I n t r o d u c t i o n  t o  M o l e c u l a r  I m m u n o l o g y " ,  
E d . I I ,  P u b l .  S i n a u e r  a s s o c .  S u n d e r l a n d ,  M a s s . % R o i t t ,  I . M .
< 1 9 8 5 )  " E s s e n t i a l  I m m u n o l o g y ” E d . V ,  P u b l .  B l a c k w e l l  S e i .  
P u b l . ,  O x f o r d ,  L o n d o n  a n d  E d i n b u r g h  a n d  T a y l o r  ( 1 9 8 6 ) .
r  ->
c o n s i s t i n g  O'# s e q u e n c e s  e n c o d i n g  c o n s t a n t ,  v a r i a b l e .  J o i n i n g  an d 
d i v e r s i t y  r e g i o n s  a r e  b r o u g h t  t o g e t h e r  b y  r e c o m b i n a t i o n  an d i n  
t h e  p r o c e s s  s o m a t i c  m u t a t i o n s  i n  t h e  N - t e r m i n a l  r b g i o n s  o c c u r  a t  
a  h i g h  r a t e  ( s e e  T o n e g a w a  e t  a l . ,  1 9 83  # o r  r e v i e w ) .
< a )  I g G
I g G  i s  t h e  m o s t  a b u n d a n t  I g  i n  n o r m a l  human s e r u m  a n d  i s  t h e  
c l a s s  o f  a n t i b o d y  p r e d o m i n a n t l y  s t i m u l a t e d  b y  v a c c i n a t i o n .
S u b - c l a s s e s  o f  I g G  e x i s t ,  t h e  n u m b e r  b e i n g  d e p e n d e n t  on  s p e c i e s :  
■four i n  m ous e a n d  man a n d  t w o  i n  r a b b i t s .  T h e  r e l a t i v e  a b u n d a n c e  
O'# t h e  s u b - c l a s s e s  i n  s e r u m  v a r i e s  a s  d o  t h e  b i o l o g i c a l
a c t i v i t i e s  o f  t h e i r  F c  r e g i o n s  ( O i  a t  a^. .  ,  1 9 8 4 ) .
I g G  c a n  b e  c l e a v e d  p r o t e o l y t i c a l l y  i n t o  f r a g m e n t s  t h a t  m a i n t a i n  
s o m e  o f  t h e  f u n c t i o n s  o f  t h e  i n t a c t  m o l e c u l e  ( P o r t e r ,  1 9 59 }  
N i s o n o f f  e t  a l . ,  1 9 7 5 }  P u t n a m  a t  a l . ,  1 9 6 2 ) .  U n d e r  r e d u c i n g  
c o n d i t i o n s  p a p a i n  c l e a v e s  on  t h e  N - t e r m i n a l  s i d e  o f  t h e  
d i s u l p h i d e  b o n d  t h a t  h o l d s  t o g e t h e r  t h e  H c h a i n s  y i e l d i n g  tw o  
m o n o v a l e n t  F a b  ( a n t i g e n  b i n d i n g )  f r a g m e n t s  a n d  t h e  F c  
( c r y s t a l  1 i s a b l e )  f r a g m e n t .  F a b  f r a g m e n t s  a r e  n o t  a b l e  t o  
c r o s s - l i n k  s e p a r a t e  a n t i g e n s  a n d  t h e r e f o r e  c a n n o t  f o r m  
a g g r e g a t e s .  P e p s i n  a c t s  on  t h e  C - t e r m i n a l  s i d e  o f  t h e  H - H  
d i s u l p h i d e  b r i d g e  p r o d u c i n g  a  b i v a l e n t  F ( a b ' ) a  f r a g m e n t  a n d  a 
p a r t i a l l y  d e g r a d e d  F c  r e g i o n .  R e d u c t i o n  o f  t h e  d i s u l p h i d e  b o n d  
l i n k i n g  t h e  r e m a i n d e r  o f  t h e  h e a v y  c h a i n s  p r o d u c e s  m o n o v a l e n t  
F a b ’ f r a g m e n t s  ( F i g u r e  1 0 ) .
(b >  I g l i  a n d  I g A
I g f i  a n d  I g A  a r e  b o t h  f o u n d  a s  p o l y m e r s  o f  t h e  b a s i c  I g  u n i t .  I g h  
i s  t h e  f i r s t  a n t i b o d y  c l a s s  p r o d u c e d  b y  ma m m als  i n  r e s p o n s e  t o
A n t i g o n
b i n d i n g
H i n g »
r a g i o n C o m p l » m » n t
a c t i v a t i o n F c  r » c » p t o r
t  t
F i g u r a  9 :  D i a g r a m m a t i c  s t r u c t u r »  o f  I g G
S h o w i n g  t h »  d o m a i n s  o f  t h »  l i g h t  a n d  h t a v y  c h a i n s  a n d  i n t r a -  an d 
i  n  t o r - c h a  i n  d i s u l p h i d »  b o n d s .  T h »  F c  r » g i o n  f o r m s  t h «  s t » m  o f  t h »  
m o l o c u l »  an d t h »  h l n g »  r » g i o n  l i n k s  t h i s  t o  t h »  a n t i g o n  b i n d i n g  
F a b  a r m s .  T h » r »  a r »  tw o h t a v y  a n d  t w o  l i g h t  c h a i n s .  T h »  h » a v y  
c h a i n s  h a v »  t h r » »  c o n s t a n t  d o m a i n s  an d o n »  v a r i a b l »  d o m a i n .  T h »  
l i g h t  c h a i n s  h a v »  o n »  c o n s t a n t  an d o n »  v a r i a b l »  d o m a i n .  T o g » t h » r  
t h »  v a n a b l »  r t g i o n *  f o r m  t h »  a n t i g o n  b i n d i n g  s l t » s  ( o r  
c o m p l » m » t a r i t y  d » t » r m i n i n g  r e g i o n s ) .
5 « »  t e x t  f o r  r » f » r » n c » S i
4F * b  O r i g i n a n t i  F a b  * f r a g m e n t »
F i g u r e  10 :  F r a g m e n t a t i o n  oO I g G  w i t h  P a p a i n  o r  p e p s i n
S e e  t e x t  ■for r t + e r t n e n .
« n t i g e n .  I t  c o n s i s t s  o< f i v e ,  - fo ur  c h a i n  I g  u n i t s  a n d  a J  c h a i n  
< 1 5 , 0 0 0  mw) t h a t  i n i t i a t e s  p o l y m e r i s a t i o n .  I g M  h a s  a v a l e n c y  o f  
10 ( a l l  p a r a t o p e s  w i t h i n  a  p e n t a m e r  a r e  i d e n t i c a l )  a n d  i s  a 
p o t e n t  a c t i v a t o r  o f  t h e  c l a s s i c a l  c o m p l e m e n t  p a t h w a y .  I g A  e x i s t s  
i n  t w o  f o r m s .  I n  human s e r u m  t h e  p r e d o m i n a n t  f o r m  o f  I g A  i s  
m o n o m e r i c ,  w h e r e a s  i n  m u c o s a l  s e c r e t i o n s  d i m e r i c  s e c r e t o r y  I g A  
( s l g A )  i s  m o r e  a b u n d a n t ,  b u t  t h e r e  i s  s p e c i e s  v a r i a t i o n  i n  t h e  
d i s t r i b u t i o n  o f  I g  c l a s s e s  i n  s e c r e t i o n s  ( T o m a s i ,  1 9 7 6 ) .  T h e  
p r e s e n c e  o f  s l g A  i n  s e c r e t i o n s  i s  d u e  t o  l o c a l  p r o d u c t i o n  a n d  
t h i s  d i m e r i c  f o r m  i s  c o m p o s e d  o f  t w o  f o u r  c h a i n  u n i t s ,  J  c h a i n  
a n d  a s e c r e t o r y  c o m p o n e n t .
1 0 .  T H E  IM P O R TA N C E OF  A N T I B O D Y  V A L E N C Y  T O  N E U T R A L I S A T I O N
T h e  c o m b i n a t i o n  o f  v i r u s  ( V )  a n d  a n t i b o d y  <Ab> o c c u r s  i n  tw o  
s t a g e s  ( M a n d e l ,  1 9 7 9 }  1 9 85  f o r  r e v i e w s )  e a c h  d i s t i n g u i s h a b l e  b y
t h e  e a s e  w i t h  w h i c h  t h e  v i r u s - a n t i b o d y  c o m p l e x  d i s s o c i a t e s !
V ♦ Ab »  <V A b ) ^  <1>
( V A b ) ^  ■  ( V A b )  ( 2 )
W h e r e :  ( V a b ) ^  -  f r e e l y  d i s s o c i a b l e  v i r u s - a n t i b o d y  c o m p l e x e s  
( V a b )  "  m o r e  s t a b l e  v i r u s - a n t i b o d y  c o m p l e x
T h e  e a s e  o f  d i s s o c i a t i o n  d e c r e a s e s  w i t h  t i m e ,  b u t  i s  i n f l u e n c e d  
b y  t e m p e r a t u r e .  S t a g e  1 o c c u r s  r a p i d l y ,  i r r e s p e c t i v e  o f  
t e m p e r a t u r e  a n d  s t a g e  2 i s  s l o w  a t  0 ° C  b u t  a t  3 7 ° C  s t a b l e  
v i r  i o n - a n t i b o d y  c o m p l e x e s  f o r m  i n  m i n u t e s .  T h e  r a t e  o f  t h e  
r e a c t i o n  i s  f a v o u r e d  b y  h i g h e r  t e m p e r a t u r e  w h i c h  i n c r e a s e s  t h e  
n u m b e r  o f  c o l l i s i o n s  a n d  f a c i l i t a t e s  s h i f t i n g  o f  c o m p l e m e n t a r y  
r e g i o n s  t o  t h e  m o s t  s t a b l e  p o s i t i o n ,  b u t  a  d e c r e a s e  i n  
t e m p e r a t u r e  f a v o u r s  c o m p l e x  f o r m a t i o n  b s c « u i »  t h e  r e a c t i o n  i s
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e x o t h e r m i c .  T h e  r e l a t i v e  c o n t r i b u t i o n s  o f  e n t r o p y  an d e n t h a l p y  
may b e  t e m p e r a t u r e  d e p e n d e n t  w i t h  t h e  f o r w a r d  r e a c t i o n  b e i n g  
d r i v e n  a t  l o w  t e m p e r a t u r e  b y  t h e  e n t h a l p y  c h a n g e  a ^ d  a t  h i g h  
t e m p e r a t u r e  b y  t h e  c h a n g e  i n  e n t r o p y  ( S z e c z u k  an d M u k k u r ,  1 9 7 7 ) .
A n t i b o d y  a f f i n i t y  i s  t h e  s t r e n g t h  o f  i n t e r a c t i o n  w i t h  a  s i n g l e  
a n t i g e n i c  d e t e r m i n a n t  a n d  r e f l e c t s  t h e  s t e r e o c o m p l e m e n t a r  i  t y  o f  
e p i t o p e  a n d  p a r a t o p e .  T h e  c o m p l e x  i s  h e l d  t o g e t h e r  b y  
n o n - c o v a l e n t ,  s h o r t - r a n g e  e l e c t r o s t a t i c  a n d  v a n  d e r  U a a l s  f o r c e s  
a n d  may t h e r e f o r e  d i s s o c i a t e .  F o r  e x a m p l e  b i n d i n g  o f  F a b  
f r a g m e n t s  t o  a n t i g e n  i s  d e p e n d e n t  on  a f f i n i t y  a n d  s t a b l e  
c o m p l e x e s  f o r m  i f  t h e  a f f i n i t y  i s  s u f f i c i e n t l y  h i g h .  
A n t i g e n - a n t i b o d y  c o m p l e x e s  a r e  h o w e v e r  o r d e r s  o f  m a g n i t u d e  m or e 
s t a b l e .  I f  b i v a l e n t  a n t i - H A  I g G  b i n d s  t o  t w o  e p i t o p e s  on  t h e  sam e 
HA s p i k e  o r  o n  a d j a c e n t  s p i k e s  o f  t h e  s am e  v i r i o n ,  d i s s o c i a t i o n  
o f  t h e  c o m p l e x  c a n  o n l y  o c c u r  i n  t h e  u n l i k e l y  e v e n t  o f  b o t h  F a b  
a r m s  d i s s o c i a t i n g  s i m u l t a n e o u s l y .  T h e r e f o r e ,  t h e  h i g h e r  t h e  
v a l e n c y ,  t h e  m o r e  s t a b l e  t h e  c o m p l e x  f o r m e d  b y  a n t i b o d y  o f  a 
g i v e n  a f f i n i t y ,  t h i s  i s  c a l l e d  a v i d i t y .  T h e  v a l e n c y  a n d  o r  s i z e  
o f  d i m e r i c  s l g A  an d p e n t a m e r i c  I g M  may c o n t r i b u t e  t o  
n e u t r a l i s a t i o n ,  a s  d e m o n s t r a t e d  f o r  i n f l u e n z a  v i r u s  ( T a y l o r  an d 
D i m m o c k ,  1 9 8 5 a , b > .  T h o m a s  e t  al_.  ( 1 9 8 6 )  s h o w e d  t h a t  when 
p o l i o v i r u s  i s  n e u t r a l i s e d  b y  a  m o n o c l o n a l  I g M  v e r y  fe w  s m a l l  
a g g r e g a t e s  a r e  f o r m e d  c o m p a r e d  w i t h  v i r u s  r e a c t e d  w i t h  I g G ,  
s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  v a l e n c y  o f  I g l i  f a v o u r s  f o r m a t i o n  o f  l a r g e  
a g g r e g a t e s .
1 1 .  T H E  V I R A L  COMPONENT
A n t i b o d y  c a u s e s  n e u t r a l i s a t i o n  b y  b i n d i n g  t o  a  s i t e  on  v i r u s  
w h i c h  i n h i b i t s  a  p r o c e s s  r e q u i r e d  f o r  i n f e c t i v i t y .  D a n i e l s  ( 1 9 7 5 )  
t e r m e d  s u c h  a  s i t e  a  c r i t i c a l  s i t e  a n d  M a n d e l  ( 1 9 7 9 )  d e f i n e d  l o s s
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o f  i n a c t i v i t y  i n  t h i s  w a y a s  p r i m a r y ,  i n t r i n s i c  n e u t r a l i s a t i o n .
I n  t h i s  t h e s i s  t h e  m e c h a n is m  o f  n e u t r a l i s a t i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  
b y  a n t i b o d y  a l o n e  i s  c o n s i d e r e d .  T h e  n e u t r a l i s i n g  a n t i g e n ,  t o  
w h i c h  n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y  b i n d s ,  may c o n s i s t  o f  a n u m b e r  o f  
n e u t r a l i s a t i o n  s i t e s  an d t h e  m e c h a n i s m  o f  n e u t r a l i s a t i o n  may 
d e p e n d  on  t h e  e p i t o p e .  T h e  n e u t r a l i s a t i o n  a n t i g e n  o f  i n f l u e n z a  
v i r u s  i s  t h e  HA t r i m e r  a n d  t h e  n e u t r a l i s a t i o n  s i t e s  a r e  l o c a l i s e d  
on  t h e  g l o b u l a r  h e a d .  A n t i b o d i e s  t o  o t h e r  s i t e s  on  t h e  HA 
( B r e s c h k i n  e t  al_.  ,  1 9 81 )  a n d  t o  t h e  o t h e r  s u r f a c e  g l y c o p r o t e i n ,  
t h e  N A ,  c a n  r e d u c e  i n f e c t i v i t y  o n l y  b y  a g g r e g a t i o n  a t  s u i t a b l e  
c o n c e n t r a t i o n s  ( S e t o  an d R o t t ,  1 9 6 6 ;  W e b s t e r  a n d  L a v e r ,  1 9 6 7 ;  
K i l b o u r n e  * t  a l .  ,  I 9 6 0 ;  C o m p a n s  et.  a K  ,  1 9 6 9 ) .  N e u t r a l i s a t i o n  may 
r e q u i r e  a  t h i r d  f a c t o r ,  f o r  e x a m p l e  c o m p l e m e n t ,  a n d  i s  t h e n  
c o n s i d e r e d  t o  b e  t h e  r e s u l t  o f  m e d i a t e d  i n t r i n s i c  n e u t r a l i s a t i o n  
( H a n d e l ,  1 9 7 9 ) .
U n d e r  c e r t a i n  c i r c u m s t a n c e s ,  l o s s  o f  i n f e c t i v i t y  c a n  r e s u l t  f r o m  
a n t i b o d y  b i n d i n g  t o  n o n - n e u t r a l i s i n g  s i t e s  a n d  H a n d e l  ( 1 9 7 9 )  
t e r m e d  t h i s  e x t r i n s i c  n e u t r a l i s a t i o n .  T h i s  n o n - n e u t r a l i s i n g  
a n t i b o d y  c a n  m e d i a t e  v i r o l y s i s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  c o m p l e m e n t .  
P s e u d o n e u t r a l i s a t i o n  o f  i n f e c t i v i t y  b y  a g g r e g a t i o n  o f  a  n u m b e r o f  
v i r i o n s  i n t o  o n e  i n f e c t i o u s  u n i t  i s  a n  e x t r i n s i c  n e u t r a l i s a t i o n  
m e c h a n i s m .
I n  p r a c t i c e  t h e s e  t h e o r e t i c a l  d i s t i n c t i o n s  may n o t  b e  r e a l i s t i c ,  
f o r  e x a m p l e  t h e  i n f e c t i v i t y  o f  v i r i o n s  i n  a g g r e g a t e s  m a y a l s o  be 
i n a c t i v a t e d .  A n t i b o d y - m e d i a t e d  n e u t r a l l s a t i o n  r e s u l t s  i n  
a b r o g a t i o n  o f  v i r u s - c e l l  i n t e r a c t i o n s  e i t h e r  b y  s t e r i c  
i n t e r f e r e n c e  o r  i n d u c i n g  a  c h a n g e  t h a t  r e n d e r s  t h e  v i r u s  
i n c a p a b l e  o f  i n i t i a t i n g  i n f e c t i o n .
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1 2 .  K I N E T I C S  AND S T O I C H I O M E T R Y  OF N E U T R A L I S A T I O N
T h e  w e i g h t  o< e v i d e n c e  i r o m  s t u d i e s  o f  t h e  k i n e t i c s '  o f  
n e u t r a l i s a t i o n  s u g g e s t s  t h a t  t h e  r e a c t i o n  i s  f i r s t - o r d e r ,  
i m p l y i n g  t h a t  i n f e c t i v i t y  i s  d e s t r o y e d  b y  a  s i n g l e  a n t i b o d y - v i r u s  
i n t e r a c t i o n  ( s i n g l e - h i t ) .  T h i s  h a s  t o  b e  r e c o n c i l e d  w i t h  t h e  
p r e s e n c e  o f  ma ny  V A P s  o n  v i r i o n s  a n d  m e a s u r e m e n t s  o f  t h e  n u m b e r 
o f  a n t i b o d y  m o l e c u l e s  r e q u i r e d  t o  n e u t r a l i s e  i n f e c t i v i t y .
K i n e t i c  e x p e r i m e n t s  a r e  p e r f o r m e d  b y  m i x i n g  v i r u s  a n d  a n t i b o d y  
a n d  a s s a y i n g  s a m p l e s  f o r  i n f e c t i v i t y  a s  i n c u b a t i o n  p r o c e e d s .  A 
f i r s t - o r d e r  r e a c t i o n  i s  c h a r a c t e r i s e d  b y  a n  i m m e d i a t e ,  
e x p o n e n t i a l  d e c r e a s e  i n  I n f e c t i v i t y .  I n  t i m e  t h e  r a t e  d e c r e a s e s  
l e a v i n g  a n  n o n - n e u t r a l i s e d  o r  p e r s i s t e n t  f r a c t i o n  ( s e e  P a r t  14 ,  
b e l o w ) .  T h e  c u r v e  p r o d u c e d  b y  h i g h e r - o r d e r  r e a c t i o n s  I n c l u d e s  a 
d e l a y  o r  l a g  p e r i o d  i n  p r o p o r t i o n  t o  t h e  o r d e r  o f  t h e  r e a c t i o n .
F o r  a  v a r i e t y  o f  a n i m a l  v i r u s e s  k i n e t i c  s t u d i e s  s h o w  n o  l a g  
p e r i o d  a n d  i n f e c t i v i t y  i s  l o s t  a t  a  c o n s t a n t  r a t e  f o r  a s e t  
p e r i o d  o f  t i m e ,  c h a r a c t e r i s t i c  o f  a  f i r s t - o r d e r  r e a c t i o n  ( f o r  
r e v i e w  a n d  e a r l y  r e f e r e n c e s  s e e  M a n d e l ,  1 9 7 9 ;  I c e n o g l e  t t  a l . , 
1 9 8 3 a ;  M e t z  e t  a l .  ,  1 9 8 6 ;  T a y l o r  e t  a l . .  1 9 8 7 ) .  H o w e v e r ,  
h i g h e r - o r d e r  k i n e t i c s  w e r e  s e e n  u n d e r  c r i t i c a l  c o n d i t i o n s .  
I n c u b a t i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  a t  l o w  t e m p e r a t u r e  ( 0 ° C )  w i t h  lo w  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  p r o d u c e d  a l a g  p e r i o d  
( L a f f e r t y ,  1 9 6 3 a ) .  S t u d i e s  u s i n g  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  a r e  
d i f f i c u l t  t o  i n t e r p r e t  b e c a u s e  o f  t h e  m i x t u r e  o f  p a r a t o p e s  
p r e s e n t .  H o w e v e r ,  s i m i l a r  r e s u l t s  u s i n g  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
m o n o c l o n a l  a n t i - H A  I g G  a t  4° C w e r e  a l s o  o b t a i n e d  b y  T a y l o r  e t  a l . 
( 1 9 8 7 ) ,  b u t  t h e  r e a c t i o n  was a t  m o s t  s e c o n d - o r d e r  ( t w o - h i t ) .  A 
l a g  w a s  a l s o  s e e n  w h e n  p o l i o v i r u s  w a s  n e u t r a l i s e d  b y  IgM
( P h i l l i p s o n ,  1 9 6 6 )
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C o m b i n a t i o n  o f  a n t i b o d y  w i t h  h a p t e n s  o c c u r s  i n  l e s s  t h a n  3 
s e c o n d s  ( P e c h t  e t  a  1 .  , 1 9 7 2 )  a n d  t h e r e f o r e  k i n e t i c  s t u d i e s  o f  
n e u t r a l i s a t i o n  m a y a p p e a r  f i r s t - o r d e r  b e c a u s e  o f  i n a b i l i t y  t o  
s a m p l e  t h e  r e a c t i o n  s u f f i c i e n t l y  q u i c k l y .  E v e n  s o ,  n e u t r a l i s a t i o n  
a p p e a r s  f r o m  k i n e t i c  e v i d e n c e  t o  r e s u l t  f r o m  t h e  b i n d i n g  o f  o n e  
( o r  a t  m o s t  a f e w )  a n t i b o d y  m o l e c u l e ( s )  m a k i n g  t h e  t h e o r y  t h a t  
n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y  p r e v e n t s  a t t a c h m e n t  t o  h o s t  c e l l s  u n t e n a b l e  
u n l e s s  t h e r e  a r e  o n l y  a  fe w  a t t a c h m e n t  s i t e s .  T h e  e n v e l o p e s  o f  
a n i m a l  v i r u s e s  a r e  co m p o s e d  o f  a  n u m b e r  o f  i d e n t i c a l  v i r a l  
a t t a c h m e n t  p r o t e i n s  ( V A P )  c a r r y i n g  v i r a l  a t t a c h m e n t  s i t e s  (V A S )  
e a c h  o f  w h i c h  c a n  i n t e r a c t  w i t h  a  c e l l  r e c e p t o r  u n i t  ( C R U ) . 
I n f l u e n z a  v i r i o n s  h a v e  7 0 0 — 1 , 0 0 0  HA t r i m e r s  a n d  e a c h  monomer 
c a r r i e s  a  V A S .  W i t h  2 , 1 0 0 - 3 , 0 0 0  VA S  p e r  p a r t i c l e  i t  w o u l d  a p p e a r  
i m p o s s i b l e  f o r  o n e  o r  a  fe w  a n t i b o d y  m o l e c u l e s  t o  p r e v e n t  
a t t a c h m e n t .  T h e  p o l i o v i r u s  v i r i o n  i s  co m p o s e d  o f  6 0  p r o t o m e r s  
( R u e c k e r t ,  1 9 7 6 )  a n d  e a c h  p l c o r n a v i r u s  p r o t o m e r  i s  t h o u g h t  t o  
c a r r y  a  VAS ( R o s s m a n  e t  a l . .  1 9 8 5 ;  H o g l e  f t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  S i n c e
n e u t r a l  i s a t i o n  b y  677. i s  a c h i e v e d  b y  4  a n t i b o d y  m o l e c u l e s  p e r  
p a r t i c l e  i t  i s  t h e  b i n d i n g  o f  a n t i b o d y  t o  a  fe w  c r i t i c a l  s i t e s  on  
t h e  v i r i o n  w h i c h  l e a d s  t o  n e u t r a l i s a t i o n .
S t u d i e s  o f  t h e  n u m b e r  o f  a n t i b o d i e s  b o u n d  t o  n e u t r a l i s e d  v i r i o n s
s h o w  t h a t  m o r e  t h a n  o n e  o r  t w o  m o l e c u l e s  o f  a n t i b o d y  a r e
r e q u i r e d .  S u b - n e u t r a l i s i n g  q u a n t i t i e s  o f  some m o n o c l o n a l  
v i r u s
a n t i b o d i e s  t o  S i n d b i s ^ a n d  W e s t  N i l e  v i r u s  (WNV)  c a u s e  e n h a n c e m e n t  
( C h a n a s  e t  a l .  ,  1 9 8 2 ;  P e i r i s  e t  a l . .  ,  1 9 8 2 ) .  A n t i b o d y  b i n d s  t o  HS V  
( A s h e  a n d  N o t k i n s ,  1 9 6 7 )  a n d  V e n e z u e l a n  e q u i n e  e n c e p h a l i t i s  v i r u s  
( V E E V )  ( H a h o n ,  1 9 7 0 )  b e f o r e  n e u t r a l i s a t i o n  o c c u r s ,  a l l o w i n g  
m e d i a t e d  n e u t r a 1 i s a t i o n  b y  a n t i - I g ,  b u t  t h i s  c a n n o t  be 
p h y s i o l o g i c a l l y  i m p o r t a n t .
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D i r e c t  q u a n t i t a t i o n  o f  t h e  n u m b e r o f  a n t i b o d i e s  b o u n d  h a s  b e en  
c a r r i e d  o u t  f o r  i n f l u e n z a  v i r u s  an d p o l i o v i r u s .  I n f l u e n z a  v i r u s  
b i n d s  a  m a x im u m  o f  one  a n t i —HA I g G  p e r  s p i k e  w h e t h e r  m o n o c l o n a l  
( 3  e p i t o p e s  t o  w h i c h  a n t i b o d y  c o u l d  b i n d  p e r  t r i m e r i c  s p i k e )  o r  
p o l y c l o n a l  < 1 2  e p i t o p e s  p e r  s p i k e )  i s  u s e d  ( T a y l o r  et_ a 1.  , 1 9 8 7 ) .  
H o w e v e r ,  n e u t r a l  i s a t i o n  b y  6 7 7. < l/ e >  i s  b r o u g h t  a b o u t  b y  7 0  
m o l e c u l e s  o f  e i t h e r  o f  t w o  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  t h a t  b i n d  t o  
d i f f e r e n t  e p i t o p e s  ( T a y l o r  e t  a l . .  1 9 8 7 ) .  T o  r e c o n c i l e  t h i s  
f i n d i n g  w i t h  t h e  o n e -  o r  t w o - h i t  k i n e t i c s ,  t h e s e  a u t h o r s  s u g g e s t  
t h a t  t h e  a n t i g e n i c a l l y  i d e n t i c a l  HA s p i k e s  c a n  b e  d i v i d e d  
f u n c t i o n a l l y  i n t o  n e u t r a l i s a t i o n  r e l e v a n t  a n d  n e u t r a l i s a t i o n  
i r r e l e v a n t  s p i k e s .  O n l y  a n t i b o d y  b i n d i n g  t o  t h e  n e u t r a l I s a t i o n  
r e l e v a n t  s p i k e s ,  w h i c h  a r e  i n  t h e  m i n o r i t y ,  r e d u c e s  i n f e c t i v i t y .  
I n  s u p p o r t  o f  t h i s ,  i n f e c t i o u s  v i r u s  w a s  f o u n d  i n  a s s o c i a t i o n  
w i t h  n e u t r a l i s i n g  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y .
F o r  p o l i o v i r u s  t h e  n u m b e r o f  m o l e c u l e s  o f  m o n o c l o n a l  ( I c e n o g l e  e t  
a l . ,  1 9 8 3 )  o r  p o l y c l o n a l  ( M e t z  e t  a l .  ,  1 9 8 6 )  a n t i b o d i e s  r e q u i r e d  
t o  e f f e c t  n e u t r a l i s a t i o n  w a s  f o u n d  t o  b e  d i f f e r e n t .  I c e n o g l e  f t  
a l .  ( 1 9 8 3 )  d e t e r m i n e d  t h a t  a  maximum o f  3 0  m o n o c l o n a l  I g G
m o l e c u l e s  c o u l d  a t t a c h  t o  e a c h  v i r i o n ,  b u t  o n l y  4  m o l e c u l e s  p e r  
v i r i o n  w e r e  r e q u i r e d  t o  r e d u c e  i n f e c t i v i t y  b y  6 7 % .  T h e s e  a u t h o r s  
s u g g e s t e d  t w o  e x p l a n a t i o n s  f o r  t h e i r  r e s u l t s .  T h e  " s o m e  s i t e s  
c r i t i c a l "  m o d e l  i s  t h a t  f a v o u r e d  b y  T a y l o r  et^ a l .  ( 1 9 8 7 )  f o r  
i n f l u e n z a  v i r u s  an d p r o p o s e s  t h a t  o n l y  o n e  i n  f o u r  o f  t h e  
a n t i b o d i e s  r e d u c e d  i n f e c t i v i t y  l . e .  t h a t  o n l y  o n e  i n  f o u r  s i t e s  
t o  w h i c h  t h i s  a n t i b o d y  b i n d s  m e d i a t e  n e u t r a l i s a t i o n .  T h u s ,  an  
a v e r a g e  o f  o n e  m o l e c u l e  o f  a n t i b o d y  p e r  v i r i o n  w i l l  i n a c t i v a t e  
237.  o f  t h e  v i r i o n s  i n  a  p o p u l a t i o n .  T h e  o t h e r  t h e o r y  w i t h  w h i c h  
t h e i r  r e s u l t s  a r e  c o m p a t i b l e  i s  a  s t e p - w i s e  m o d e l  w h e r e  a l l  t h e  
e p i t o p e s  a r e  c r i t i c a l ,  b u t  b i n d i n g  o f  e a c h  a n t i b o d y  m o l e c u l e  
r e d u c e s  t h e  i n f e c t i v i t y  b y  a  f a c t o r  o f  3 / 4 .  T h e  f o r m e r
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e x p l a n a t i o n  a p p e a r s  m o r e  l i k e l y  a s  i t  i s  h a r d  t o  e n v i s a g e  a 
f r a c t i o n  o f  an i n f e c t i o u s  u n i t .  W i t h  a  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y ,  U e t z  
e t  a l . ( 1 9 8 6 )  f o u n d  t h a t  i n f e c t i v i t y  w a s  r e d u c e d  t iy 20V. whe n a 
s i n g l e  a n t i b o d y  m o l e c u l e  w as  b i v a l e n t l y  a t t a c h e d  t o  o n e  i n  f i v e  
v i r i o n s .  T h e s e  r e s u l t s  c o u l d  b e  e x p l a i n e d  i n  t e r m s  o f  e i t h e r  o f  
t h e  I c e n o g l e  e t  al_.  ( 1 9 8 3 )  m o d e l s .  T h e  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  o f  
W e t z  e t  al_.  ( 1 9 8 6 )  a n d  t h e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  may b i n d  t o  
d i f f e r e n t  e p i t o p e s  a n d  t h e  e p i t o p e s  t o  w h i c h  t h e  p o l y c l o n a l  
a n t i b o d y  b i n d s  may a l l  m e d i a t e  n e u t r a l  i s a t l o n .  U e t z  e t  al_.  ( 1 9 8 6 )  
s u g g e s t  t h a t  a v i d i t y  m a y  b e  i m p o r t a n t  a n d  b y  t h e  s t e p - w i s e  m o d e l ,  
t h e  ( h y p o t h e t i c a l l y )  g r e a t e r  a v i d i t y  o f  t h e  p o l y c l o n a l  I g G  may 
r e s u l t  i n  r e d u c t i o n  o f  i n f e c t i v i t y  b y  l O O X  r a t h e r  t h a t  2 3 X .  T h e  
i s s u e  r e m a i n s  t o  b e  r e s o l v e d .
13 .  T H E  I N F L U E N C E  OF T H E  H OS T C E L L  ON N E U T R A L I S A T I O N
T h e  t h i r d  v a r i a b l e  i n  t h e  n e u t r a l i s a t i o n  r e a c t i o n  i s  t h e  h o s t  
c e l l  u s e d  t o  a s s a y  r e s i d u a l  i n f e c t i v i t y .  K j e l l e n  a n d  S c h l e s i n g e r  
( 1 9 5 9 )  n e u t r a l i s e d  V S V  w i t h  a  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  a n d  f o u n d  t h a t  
t h e  n e u t r a l i s a t i o n  t i t r e  w a s  up t o  1 0 * - t i m e e  h i g h e r  o n  C E F  c e l l s  
c o m p a r e d  t o  t h a t  o b t a i n e d  on  c e l l s  d e r i v e d  f r o m  l e u k a e m i c  mouse 
b o n e - m a r r o w .  D i f f e r e n c e s  i n  t h e  e x t e n t  o f  n e u t r a l i s a t i o n  o f  
e c h o v i r u s  t y p e  4 b y  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  h a v e  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  
whe n a s s a y e d  on  g r e e n  m o n k e y  k i d n e y  c e l l s  o r  r h a b d o m y o s a r c o m a  
(R D )  c e l l s  ( K j e l l e n  a n d  v o n  Z e i p e l ,  1 9 8 4 ) .
G r a d y  a n d  K i n c h  ( 1 9 8 5 )  i n v e s t i g a t e d  t h e  a b i l i t y  o f  a  p a n e l  o f  
m o n o c l o n a l  I g G s  t o  n e u t r a l i s e  L a  C r o s s e  v i r u s  ( L A C ) .  O n e  I g G  
n e u t r a l i s e d  i n f e c t i v i t y  i n  B HK -2 1  c e l l s  b u t  n o t  A e d e s  a l b o p i c t u s  
( m o s q u i t o )  c e l l s  a n d  a  d i f f e r e n t  I g G  w a s  o p p o s i t e  i n  e f f e c t .  E a c h  
o f  t h e  I g G s  r e c o g n i s e d  e p i t o p e s  i n  d i s t i n c t  r e g i o n s  o f  t h e  G l  
g l y c o p r o t e i n .
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S t e r l c  c o n s i d e r a t i o n s  may e x p l a i n  t h e s e  o b s e r v a t i o n s .  I n f l u e n z a  
v i r u s  n e u t r a l i s e d  b y  I g G  f a i l s  t o  b i n d  t o  r e d  b lo o d »  c e l l s  (R BC s)  
b u t  a t t a c h e s  n o r m a l l y  t o  a  n u m b e r o f  t y p e s  o f  c u l t u r e d  c e l l s  
(D im m o c k  » t  al.* ,  1 9 8 4 ) .  F i g u r e  11 s h o w s  t h e  r e l a t i v e  s i z e s  o f  t h e  
HA s p i k e  ( V A P ) ,  I g G  a n d  g l y c o p h o r l n ,  t h e  p u t a t i v e  C R U  f o r  
i n f l u e n z a  v i r u s  on  R B C s .  I f  t h e  CRU o f  t i s s u e  c u l t u r e  c e l l s  i s  
s u f f i c i e n t l y  l o n g  t h e n  i t  w i l l  b e  a b l e  t o  r e a c h  t h e  V A S  w h i c h  i s  
d i s t i n c t  f r o m  t h e  a n t i g e n i c  s i t e s  t o  w h i c h  t h e  a n t i b o d y  i s  b o u n d .
F o r  e n t e r o v i r u s  71 a m o r e  c o m p l i c a t e d  e x a m p l e  o f  h o s t - d e p e n d e n t  
n e u t r a l i s a t i o n  h a s  b e e n  d e s c r i b e d  ( K J e l l e n ,  1 9 8 5 ) .  B y  a d s o r p t i o n  
w i t h  p r o t e i n  A  i t  was f o u n d  t h a t  p o l y c l o n a l  a n t i s e r u m  w a s  a 
m i x t u r e  o f  p o p u l a t i o n s .  O n e  p o p u l a t i o n  r e d u c e s  i n f e c t i v l t y  when 
v i r u s  i s  t r e a t e d  w i t h  a n t i b o d y  an d t h e  m i x t u r e  i n o c u l a t e d  o n t o  
c e l l s .  T h e  o t h e r  n e u t r a l i s e s  v i r u s  o n l y  a f t e r  a d s o r p t i o n  t o  c e l l s  
a n d  w a s  o n l y  e f f e c t i v e  on  o n e  o f  t w o  c e l l  t y p e s  t e s t e d .  T h i s  
s u g g e s t s  t h a t  ne w  a n t i g e n i c  s i t e s  a r e  r e v e a l e d  w h e n  t h e  VAP b i n d s  
t o  t h e  CRU < F i g u r e  1 2 ) .
T h e s e  s t u d i e s  s u g g e s t  t h a t  i t  i s  i m p o r t a n t  t o  c o n s i d e r  t h e  
i n t e r a c t i o n  o f  n e u t r a l i s e d  v i r u s  w i t h  d i f f e r e n t i a t e d  c e l l s  t o  
u n d e r s t a n d  t h e  m e c h a n i s m  o f  p r o t e c t i o n  i n  t h e  h o s t  a n i m a l  an d may 
e x p l a i n  t h e  r e s u l t s  o f  B u c h m e i e r  t t  a l .  ( 1 9 8 4 ) .  T h e s e  w o r k e r s
f o u n d  t h a t  a  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  t h a t  n e u t r a l i s e d  i n f e c t i v i t y  o f  
m u r i n e  h e p a t i t i s  v i r u s  t y p e  4 i n  c u l t u r e d  L - 2 4  c e l l s  f a i l e d  t o  
p a s s i v e l y  p r o t e c t  m i c e  a g a i n s t  c h a l l e n g e ,  w h e r e a s  a n o t h e r  
a n t i b o d y  o f  t h e  same s u b - c l a s s  wa s b o t h  n e u t r a l i s i n g  a n d  
p r o t e c t i v e .
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1 4 .  T H E  N O N - N E U T R A L I S E D  ( P E R S I S T E N T )  F R A C T I O N
T h e  r e s i d u a l  i n i e c t i v t t y  a f t e r  i n c u b a t i o n  o f  a n t i b o d y  an d v i r u s  
i s  c a l  l a d  t h a  n o n - n a u t r a  1 i s a d  o r  p a r s i s t a n t  - f r a c t i o n  ( D u l b e c c o  a t  
a l .  , 1 9 5 6 ) .  L i k e  n e u t r a l i s a t i o n ,  t h a  m a g n i t u d e  o f  t h a  p e r s i s t a n t  
f r a c t i o n  i s  d e t e r m i n e d  b y  p r o p e r t i e s  o f  a n t i b o d y ,  v i r u s  a n d  h o s t  
c a l l .  N e u t r a l i s a t i o n  i n d u c e d  b y  l o w - a v i d i t y  a n t i b o d y  i s  d e p e n d e n t  
o n  t h a  d i l u t i o n  o f  a n t i b o d y - v i r u s  c o m p l e x e s  ( L a f f e r t y  1 9 6 3 a , b ) .  
When a v i r u s  i s  t r e a t e d  w i t h  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y ,  
n o n - n e u t r a l i s i n g  a n d  n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d i e s  m a y  c o m p e t e  f o r  
b i n d i n g  i f  t h e  e p i t o p e s  a r e  s u f f i c i e n t l y  c l o s e  ( D u l b e c c o  e t  a l .  , 
1 9 5 6 ) .  D i r e c t  e v i d e n c e  f o r  t h i s  t y p e  o f  e f f e c t  w a s  p r o v i d e d  b y  
M a s s e y  a n d  S c h o c h e t m a n  ( 1 9 8 1 )  u s i n g  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s .  
N o n - n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y  b o u n d  t o  K i r s t e n  s a r c o m a  v i r u s  
p r e v e n t e d  s u b s e q u e n t  a t t a c h m e n t  o f  n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y  an d 
p r o t e c t e d  t h e  v i r u s  f r o m  n e u t r a l i s a t i o n .  T h e  p e r s i s t e n t  f r a c t i o n  
o f  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  w a s  f u r t h e r  n e u t r a l i s e d  b y  F a b  when 
i n t a c t  I g G  c o u l d  c a u s e  n o  i n c r e a s e  i n  n e u t r a  1 i s a t  i o n ,  p r e s u m a b l y  
b e c a u s e  o f  t h e  s m a l l e r  s i z e  o f  t h e  f r a g m e n t s  ( A s h e  and N o t k i n s ,  
1 9 6 7 ) .
T h e  a b i l i t y  t o  s e l e c t  e s c a p e  m u t a n t s  f r o m  v i r u s  p o p u l a t i o n s  i n  
t h e  f a c e  o f  n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y  a t t e s t s  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  
a n t i g e n i c  v a r i a n t s  r e s i s t a n t  t o  n e u t r a l i s a t i o n .  F o r  e c h o v i r u s  
t y p e  4 i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  v i r u s  
a g g r e g a t e s  p r o t e c t s  a  s e c t i o n  o f  t h e  p o p u l a t i o n  f r o m  
n e u t r a l i s a t i o n .  A g g r e g a t e s  w e r e  r e m o v e d  b y  f i l t r a t i o n  a n d  t h e  
p e r s i s t e n t  f r a c t i o n  d i s a p p e a r e d  ( W a l l i s  a n d  M e l n i c k ,  1 9 6 7 ) .  L a t e r  
t h i s  wa s d i s p u t e d  b y  K j e l l e n  a n d  v o n  Z e i p e l  < 1 9 8 4 )  who 
d e m o n s t r a t e d  t h a t  i n c u b a t i o n  o f  v i r u s  w i t h  d i s r u p t e d  f i l t e r s  w a s  
s u f f i c i e n t  t o  r e d u c e  t h e  p e r s i s t e n t  f r a c t i o n .  F i l t r a t i o n  r e d u c e s  
t h e  s i z e  o f ,  b u t  d o e s  n o t  e l i m i n a t e ,  t h e  p e r s i s t e n t  f r a c t i o n  o f
V E E V  ( H a h o n ,  1 9 7 0 )  a n d  p o l i o v i r u s  ( L e n e n t o n - K r i s s  a n d  M a n d e l ,  
1 9 7 2 ) .
T h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  h o s t  c e l l  on t h e  n a u t r a l  i s a b  1 »  f r a c t i o n  ( a n d  
t h a r a f o r a  c o n v e r s e l y  t h e  n o n - n e u t r a  1 i s a b  1e  f r a c t i o n )  h a s  b e e n  
d e s c r i b e d  ( P a r t  1 2 ,  a b o v e ) .
1 5 .  M EC H A N IS M S  OF N E U T R A L I S A T I O N  OF V I R U S  BY A N T I B O D Y
A n t i b o d y - m e d i a t e d  n e u t r a l i s a t i o n  m e c h a n i s m s  h a v e  b e e n  
c o m p r e h e n s i v e l y  r e v i e w e d  b y  Di mmock ( 1 9 8 4 ;  1 9 8 7 )  a n d  M a n d e l
( 1 9 7 9 ;  1 9 8 4 ;  1 9 8 5 ) .  T h e  i n f o r m a t i o n  a v a i l a b l e  d e m o n s t r a t e s  t h a t
n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y  c a n  c a u s e  t h e  i n t e r r u p t i o n  o f  a n y  o f  t h e  
e v e n t s  r e q u i r e d  f o r  i n i t i a t i o n  o f  i n f e c t i o n  a n d ,  f o r  a  g i v e n  
c o m b i n a t i o n  o f  a n t i b o d y ,  v i r u s  an d c e l l ,  m o r e  t h a n  o n e  m e c h a n i s m  
m a y c o n t r i b u t e  t o  t h e  l o s s  o f  i n f e c t i v i t y .
( a )  A g g r e g a t i o n
P o l y m e r i s a t i o n  o f  v i r i o n s  i n t o  a g g r e g a t e s  r e d u c e s  t h e  n u m b e r o f  
i n f e c t i o u s  u n i t s  a n d  w as  d e f i n e d  b y  M a n d e l  ( 1 9 7 9 )  a s  
p s e u d o n e u t r a l i s a t i o n ,  a n  e x t r i n s i c  m e c h a n i s m .  A g g r e g a t i o n  i s  
i n c l u d e d  h e r e  b e c a u s e  some  e v i d e n c e  s u g g e s t s  t h a t  v i r u s  i n  
a g g r e g a t e s  i s  i n a c t i v a t e d  a n d  i t  i s  i m p o r t a n t  i n  t h e  
n e u t r a l i s a t i o n  o f  p o l i o v i r u s  t y p e  I  a n d  a d e n o v i r u s .
N e u t r a l i s a t i o n  i n  p r o p o r t i o n  t o  a g g r e g a t i o n  o c c u r s  whe n 
a d e n o v i r u s  i s  n e u t r a l i s e d  b y  t w o  p o l y c l o n a l  a n t i s e r a  c o n t a i n i n g  
a n t i - f i b r e  s p e c i f i c i t i e s ,  b u t  3 t o  5 - t i m e s  m o r e  a n t i b o d y - t r e a t e d  
v i r u s  b i n d s  t o  c e l l s  t h a n  u n t r e a t e d  v i r u s  ( W o h l f a r t  e t  a l . .  
1 9 8 5 ) .  D u r i n g  a  n o r m a l  i n f e c t i o n  a d e n o v i r u s  i s  d e s t a b i l i s e d  a f t e
i n t e r a c t i o n  w i t h  t h e  c e l l  s u r f a c e  s u c h  t h a t  t h e  v i r a l  DNA b e co m e s
s e n s i t i v e  t o  d e o x y r i b o n u c l e a s e  ( D N a s e )  d i g e s t i o n .  A d e n o v i r u s  
t r e a t e d  w i t h  a n t i - f i b r e  a n t i b o d y  d i d  n o t  be com e s u s c e p t i b l e  t o  
D N a s e ,  85%  o f  t h e  v i r i o n s  r e m a i n e d  a t t a c h e d  t o  t h e  s u r f a c e  o f  
H e L a  c e l l s  a n d  t h e  15% t h a t  p e n e t r a t e d  i n t o  c e l l s  r e m a i n e d  as 
a g g r e g a t e s  i n  v e s i c l e s  ( U o h l f a r t  e t  a_l_. ,  1 9 0 5 ) .  N e u t r a l  i s a t i o n  o f
a d e n o v i r u s  b y  a n t i b o d i e s  t o  t h e  f i b r e  t h e r e f o r e  a p p e a r s  t o  b e  t h e  
r e s u l t  o f  f o r m a t i o n  o f  a g g r e g a t e s  w h i c h  i n  t u r n  a r e  n o t  a b l e  t o  
p e n e t r a t e  i n t o  c e l l s .  T h i s  i s  n o t  t h e  o n l y  m e c h a n i s m  b y  w h i c h  
i n f e c t i v i t y  o f  a d e n o v i r u s  i s  r e d u c e d  b e c a u s e ,  a s  d e s c r i b e d  b e l o w ,  
a n t i b o d i e s  t o  t h e  h e x o n  p r o t e i n  d o  n o t  a g g r e g a t e  a d e n o v i r u s  o r  
p r e v e n t  p e n e t r a t i o n .
T h o m a s  e t  a l .  ( 1 9 8 6 )  h a v e  c o n c l u d e d  t h a t  a g g r e g a t i o n  a l o n e  
a c c o u n t s  f o r -  n e u t r a l i s a t i o n  o f  p o l i o v i r u s  t y p e  I .  T h e s e  w o r k e r s  
s h o w e d  t h a t  s i x  m o n o c l o n a l  I g G s ,  o n e  m o n o c l o n a l  Ig M  a n d  tw o 
p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  n e u t r a l i s e d  v i r u s  an d c a u s e d  a g g r e g a t i o n .  
T h e  r e l a t i v e  q u a n t i t i e s  o f  a n t i b o d y  a n d  v i r u s  w e r e  s h o w n  t o  b e  
i m p o r t a n t i  a g g r e g a t i o n  o c c u r r e d  wh e n  a n t i b o d y  w a s  p r e s e n t  i n  
m o d e r a t e  e x c e s s .  V i r u s  w a s  n e u t r a l i s e d  b y  9 0 - 9 9 %  a n d  t h e  r e s i d u a l  
i n f e c t i v i t y  w a s  c o r r e l a t e d  w i t h  t h e  q u a n t i t y  o f  f r e e  v i r u s  
r e m a i n i n g  a f t e r  a n t i b o d y  t r e a t m e n t  ( T h o m a s  e t  a l . ,  1985* 1 9 8 6 ) .
A n t i b o d y  w a s  n o t  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  f r e e  v i r u s ,  b u t  f o r  
a g g r e g a t i o n  a l o n e  t o  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  l o s s  o f  i n f e c t i v i t y  
p r e d i c t s  t h a t  s i n g l e  v i r i o n s  t h a t  h a v e  b o u n d  a n t i b o d y ,  a n d  t h e  
v i r i o n s  i n  a g g r e g a t e s ,  w i l l  b e  i n f e c t i o u s .  S u p p o r t i v e  e v i d e n c e  
c o m es  f r o m  I c e n o g l e  et_ al_.  ( 1 9 8 3 )  w h o  s h o w  t h a t  4  a n t i b o d y  
m o l e c u l e s  a r e  r e q u i r e d  t o  n e u t r a l i s e  i n f e c t i v i t y  ( t h a t  i s ,  
n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y  c a n  b i n d  t o  p o l i o v i r u s  w i t h o u t  
s i g n i f i c a n t l y  r e d u c i n g  i n f e c t i v i t y )  a n d  B r i o e n  e t  al_.  ( 1 9 8 3 )  w h o  
m e a s u r e d  t h e  i n f e c t i v i t y  o f  d i m e r s ,  t r i m e r s  a n d  h i g h e r  p o l y m e r s .  
C o n v e r s e l y ,  W e t z  e t  a l , .  ( 1 9 8 6 )  r e p o r t  t h a t  b i v a l e n t  b i n d i n g  o f
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o n e  m o l e c u l e  o f  p o l y c l o n a l  I g G  p e r  v i r i o n  n e u t r a l i s e d  p o l i o v i r u s  
a n d  Th o m a s  e t  a l . ( 1 9 8 6 )  r e p o r t e d  t h a t  o l i g o m e r s  a n d  a g g r e g a t e s
f o r m e d  w i t h  t h e  same a n t i b o d y  a s  u s e d  b y  B r i o e n  » t  aj_.  ( 1 9 8 3 )  d o  
n o t  c o n t r i b u t e  t o  t h e  r e s i d u a l  i n f e c t i v i t y ,  i m p l y i n g  t h a t  v i r i o n s  
a r e  b o t h  a g g r e g a t e d  an d i n a c t i v a t e d .  A n o t h e r  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  
< lc >  u s e d  i n  e x c e s s  o f  t h e  c o n c e n  t r  a t  i o n  r e q u i r e d  t o  c a u s e  
a g g r e g a t i o n  a n d  99*/. n e u t r a l i s a t i o n  y i e l d e d  n o n - i n f e c t i o u s ,  
m o n o - d i s p e r s e d  v i r i o n —a n t i b o d y  c o m p l e x e s  (T h o m a s  * t  a l . , 1 9 8 6 ) .  
A d d i t i o n a l l y «  d a t a  o f  M a n d e l  ( 1 9 6 7 a , b )  and E m i n i  e t  al_. ( 1 9 8 3 a )  
d e m o n s t r a t e  t h a t  p o l i o v i r u s  t y p e  I  n e u t r a l i s e d  b y  m o r e  t h a n  997.  
a t t a c h e s  t o  an d p e n e t r a t e s  c e l l s  ( s e e  b e l o w ) .
( b )  I n h i b i t i o n  o f  a t t a c h m e n t
A t t a c h m e n t  o f  v i r u s  t o  c e l l s  i s  i n h i b i t e d  i f  a n t i b o d y  r e d u c e s  t h e  
e f f i c i e n c y  o f  b i n d i n g  o f  t h e  VA P a n d  CRU ( F i g u r e  1 3 ) .  I n h i b i t i o n  
o f  a t t a c h m e n t  ha s b e en  i m p l i c a t e d  a s  c o n t r i b u t i n g  t o  t h e  
n e u t r a l i s a t i o n  o f  a  n u m b e r  o f  v i r u s e s  b u t  o f t e n  a c c o u n t s  f o r  o n l y  
p a r t  o f  t h e  l o s s  o f  i n f e c t i v i t y .  F o r  e x a m p l e ,  r e d u c t i o n  o f  t h e  
i n f e c t i v i t y  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  b y  9 0 . 5 %  w i t h  I g M  i n h i b i t s  
a t t a c h m e n t  b y  o n l y  507. ( T a y l o r  a n d  D i m m o c k ,  1 9 8 5 a ) .
T h e  o n l y  e x a m p l e  o f  i n h i b i t i o n  o f  a t t a c h m e n t  o f  v i r u s  w h e r e  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  a n t i b o d y  u s e d  i s  k n o w n  t o  b e  l e s s  th a n  t h a t  
r e q u i r e d  f o r  s a t u r a t i o n  i s  p o l i o v i r u s  t y p e  I  w h e r e  f o u r  
m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  t o  t h e  s a m e  s i t e  p r e v e n t  a t t a c h m e n t  ( E m i n i  
e t  a^_. ,  1 9 0 3 a )  . R e s u l t s  f o r  o n l y  o n e  o f  t h e s e  ( I  C J 2 7 )  a r e  s h o w n  
a n d  u n d e r  n o n - s a t u r a t i n g  c o n d i t i o n s  a t t a c h m e n t  w a s  i n h i b i t e d  b y  
007. ,  b u t  t h e  n e u t r a l  i s a t i o n  t l t r e  w a s  n o t  g i v e n .  I n  a  s i m i l a r  
M a y ,  o n l y  some  n e u t r a l i s i n g  m o n o c l o n a l  I g G s  t o  V e n e z u e l a n  e q u i n e  
e n c e p h a l i t i s  v i r u s  ( V E E V )  n e u t r a l i s e  b y  i n h i b i t i n g  a t t a c h m e n t  
( R o e h r i g  a n d  M a t h e w s ,  1 9 8 6 ) .  A t t a c h m e n t  was i n h i b i t e d  b y  907.  b u t
69
DIRECT MOIRE CT ALLOSTERICLi-
F i g u r »  13»  P o s s i b l *  m c h a n i s n *  b y  w h i c h  a t t a c h m e n t  o *  v i r a »  t o  
t h e  CRU i s  i n h i b i t e d  b y  a n t i b o d y .
F r o m  D i m m o c k ,  1 9 8 7 .
Ni t  i s  l i k e l y  t h a t  e x c e s s  a n t i b o d y  Mas u s e d  ( 1 0  ug I g G /  5  ug 
v i r u s ) .  T h e  e x t e n t  o f  n e u t r a l i s a t i o n  a n d  t h e  e f f e c t  o f  s m a l l e r  
a m o u n t s  o f  a n t i b o d y  w e r e  n o t  r e p o r t e d .
I n  o t h e r  s t u d i e s  i n h i b i t i o n  o f  a t t a c h m e n t  i s ,  o r  a p p e a r s  t o  b e ,  
d e p e n d e n t  o n  t h e  u s e  o f  e x c e s s  a n t i b o d y .  A t t a c h m e n t  o f  N e w c a s t l e  
d i s e a s e  v i r u s  (ND V)  t o  C E F  c e l l s  w a s  p r e v e n t e d  b y  q u a n t i t i e s  o f  
p o l y c l o n a l  a n t i s e r u m  b u t  o n l y  i n  e x c e s s  o f  t h o s e  r e q u i r e d  t o  
n e u t r a l i s e  i n f e c t i v i t y  ( R u b i n  a n d  F r a n k l i n ,  1 9 5 7 ) .  M o n o c l o n a l  
a n t i b o d i e s  t o  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  t y p e  1 ( H S V - l )  t h a t  a r e  
e f f e c t i v e  i n  p r e v e n t i n g  a t t a c h m e n t  h a v e  o n l y  w eak  n e u t r a l i s i n g  
a c t i v i t y .  A d d i t i o n a l l y ,  p o t e n t  n e u t r a l i s i n g  I g G s  ha d  l i t t l e  
e f f e c t  on  a t t a c h m e n t  a t  c o n c e n t r a t i o n s  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  th a n  
r e q u i r e d  f o r  n e u t r a l i s a t i o n  ( F u l l e r  a n d  S p e a r ,  1 9 8 5 ) .  L e e  e t  a  1 . 
( 1 9 8 1 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  VA P  f o r  r e o v i r u s  i s  t h e  e l  p r o t e i n  
a n d  m o n o c l o n a l  I g G s  t o  t h e  r l  p r o t e i n  a n d  X 2  p r o t e i n  p r e v e n t  
a t t a c h m e n t  t o  m ouse L - f i b r o b 1a s t s .  I t  i s  p r o b a b l e  t h a t  v i r u s  wa s 
r e a c t e d  w i t h  an e x c e s s  o f  a n t i b o d y  ( 4 0  ug o f  m o n o c l o n a l  I g G ,  n o t  
a l l  o f  w h i c h  may b e  v i r u s - s p e c i f i c ,  p e r  10 ug o f  v i r u s )  b u t  t h e  
q u a n t i t a t i v e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  p r e v e n t i o n  o f  a t t a c h m e n t  an d 
n e u t r a l i s a t i o n  wa s n o t  c o n s i d e r e d .  C o n s e q u e n t l y  t h e  d a t a  a r e  
d i f f i c u l t  t o  a s s e s s .
P r e v e n t i o n  o f  a t t a c h m e n t  c o n t r i b u t e s  t o  n e u t r a l i s a t i o n  o f  v i s n a
v i r u s  a n d  i n f l u e n z a  v i r u s .  A t t a c h m e n t  o f  v i s n a  v i r u s  t o  s h e e p
c h o r o i d  p l e x u s  f i b r o b l a s t  c e l l s  a f t e r  n e u t r a l i s a t i o n  w i t h  immun e 
O C e n n e d y - S t o s k o p f  a n d  N a r a y a n ,  1 9 86 )  
s e r u m  r a i s e d  i n  a  s h e e p ,  w a s  i n h i b i t e d  b y  8 0 % .  A t t a c h m e n t  o f
i n f l u e n z a  v i r u s  i s  i n h i b i t e d  o n l y  b y  p o l y m e r i c  a n t i b o d y .
S e c r e t o r y  I g A  ( s l g A )  p r e v e n t s  a t t a c h m e n t  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  t o
B H K - 2 1  c e l l s  a t  4 ° C ,  a n d  a t  2 5 °  a n d  3 7 ° C  5 0 %  o f  v i r u s  n e u t r a l i s e d
w i t h  s l g A  o r  IgM f a i l e d  t o  a t t a c h  ( T a y l o r  a n d  D i m m o c k ,  1 9 8 5 a , b ) .
S i m i l a r l y ,  19S a n t i b o d y  ( I g M )  r e d u c e d  a t t a c h m e n t  o f
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p o l i o v i r u s  t y p e  I  t o  H e L a  c e l l s  b y  b e t w e e n  2 5 - 7 3 7 .  o f  t h e  c o n t r o l  
( H a n d e l ,  1 9 6 7 a ) .  T h e  m a j o r i t y  o f  n e u t r a l i s i n g  I g G s  t o  p o l i o v i r u s  
t y p e  I a l l o w  a t t a c h m e n t  a n d  p e n e t r a t i o n ,  b u t  m o n o c l o n a l  
a n t i b o d i e s  t o  o n e  e p i t o p e  c o m p l e t e l y  p r e v e n t  a t t a c h m e n t  a t  
n o n - s a t u r a t i n g  b u t  n e u t r a l i s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  ( E m i n i  » t  a l . ,  
1 9 6 3 a ) .  I n  some  c a s e s  n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y  i n c r e a s e s  a t t a c h m e n t  
o f  v i r u s  t o  c e l l s  ( o r  e x a m p l e  p o l i o v i r u s  t y p e  I  ( H a n d e l ,  1 9 6 7 a ;  
E m i n i  e t  aj_. ,  1 9 8 3 a ) ,  NDV ( S i l v e r s t e i n  a n d  H a r c u s ,  1 9 6 4 ) ,  
r a b b i t p o x  v i r u s  ( J o k l l k ,  1 9 64 )  a n d  V E E V  ( R o e h r i g  a n d  H a t h e w s ,  
1 9 6 6 ) .  F o r  p o l i o v i r u s  t h i s  e H e c t  w as  n o n - s p e c i f i c  a s  a t t a c h m e n t  
t o  c e l l s  l a c k i n g  r e c e p t o r s  f o r  t h e  v i r u s  w as  a l s o  i n c r e a s e d  
( E m i n i  e t  al_.  ,  1 9 8 3 a ) .
( c )  I n h i b i t i o n  o f  e v e n t s  a f t e r  a t t a c h m e n t
H a n y  s t u d i e s  d e m o n s t r a t e  t h e  a t t a c h m e n t  o f  n e u t r a l i s e d  v i r u s  t o  
c e l l s  w i t h o u t  i d e n t i f y i n g  t h e  s u b s e q u e n t  s t a g e  a t  w h i c h  i n f e c t i o n  
i s  i n t e r r u p t e d .  S om e  e x a m p l e s  h a v e  a l r e a d y  b e e n  g i v e n .  P o t e n t  
n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d i e s  t o  g l y c o p r o t e i n  D o f  H S V - 1  a l l o w  
a t t a c h m e n t  t o  H e p 2  a n d  V e r o  c e l l s  ( F u l l e r  a n d  S p e a r ,  1 9 8 5 )  an d 
s o m e  m o n o c l o n a l  I g G s  t o  V E EV  f a i l  t o  p r e v e n t  a t t a c h m e n t  o f  4 0 - 5 0 7 .  
o f  n e u t r a l i s e d  v i r u s  ( R o e h r i g  a n d  H a t h e w s ,  1 9 8 6 ) .  NDV n e u t r a l i s e d  
w i t h  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  a t t a c h e d  t o  C E F  c e l l s  ( R u b i n  an d 
F r a n k l i n ,  1 9 3 7 )  a n d  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  t o  t h e  
h a e m a g g l u t i n i n - n e u r a m i n i d a s e  ( H N )  a n d  f u s i o n  ( F )  p r o t e i n  c a n  
n e u t r a l i s e  i n f e c t i v i t y  a f t e r  a d s o r p t i o n  o f  NDV t o  HDBK c e l l s  
( R u s s e l l ,  1 9 8 6 ) .  N e u t r a l i s e d  v i r u s  may a t t a c h  t o  c e l l s  b y  
a b n o r m a l  m e c h a n i s m s  f o r  e x a m p l e  n e u t r a l i s e d  V S V  a t t a c h e s  t o  a 
r e c e p t o r  n o t  n o r m a l l y  u s e d  b y  t h e  v i r u s  ( S c h l e g e l  a n d  W a d e ,  1 9 8 3 )  
a n d  I g G  may a c t  a s  a VA P when n e u t r a l i s e d  v i r u s  i s  i n o c u l a t e d  
o n t o  c e l l s  w i t h  F c  r e c e p t o r s .
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<d> I n h i b i t i o n  o f  p e n e t r a t i o n
P e n e t r a t i o n  o f  v i r u s  i n t o  c e l l s  i s  t h o u g h t  t o  i n v o l v e  f o r m a t i o n  
o f  a c e l l  r e c e p t o r  s i t e  ( C R S )  b y  n u c l e a t i o n  o f  a n u m b e r o f  CR Us 
( F i g u r e  1 4 )  a s  o c c u r s  i n  r e c e p t o r - m e d i a t e d  e n d o c y t o s i s .  T h u s ,  
a n t i b o d y  m a y p r e v e n t  p e n e t r a t i o n  b y  i n t e r f e r i n g  w i t h  n u c l e a t i o n  
(O im m o c k ,  1 9 8 7 ) .
P e n e t r a t i o n  c a n  be  a s s a y e d  b y  i n c u b a t i n g  v i r u s  a n d  c e l l s  an d 
a t t e m p t i n g  t o  r e m o v e  v i r u s —a n t i b o d y  c o m p l e x e s  w i t h  a s u i t a b l e  
a g e n t ,  f o r  e x a m p l e ,  p r o t e a s e s  ( H e l e n l u s  « t  a l . ,  1 9 8 0 ) ,  u r e a
( E m i n i  e t  al_.  ,  1 9 8 3 a )  o r  r e c e p t o r  d e s t r o y i n g  e n z y m e  ( R D E )  ( R u b i n  
and F r a n k l i n ,  1 9 5 7 ) .  U s i n g  p r o t e i n a s e  K ,  T a y l o r  a n d  Di mmock 
( 1 9 8 5 a , b >  w e r e  a b l e  t o  r e m o v e  t h e  507. o f  i n f l u e n z a  v i r u s  t h a t  
a t t a c h e d  t o  B H K - 2 1  c e l l s  a t  2 5 °  an d 3 7 ° C  a f t e r  n e u t r a 1 i s a t  i o n  
w i t h  s l g A  o r  I g l i ,  d e m o n s t r a t i n g  t h a t  t h e s e  a n t i b o d i e s  p r e v e n t  
p e n e t r a t i o n .  N g u y e n  e t  aj_ . ( 1 9 8 6 )  s h o w e d  t h a t  t r a n s m i s s i b l e  
g a s t r o e n t e r i t i s  v i r u s  ( T G E V )  a t t a c h e s  t o ,  b u t  d o e s  n o t  p e n e t r a t e ,  
s w i n e  t e s t i s  o r  p i g  k i d n e y  c e l l s  whe n n e u t r a l i s e d  b y  p o l y c l o n a l  
s l g A  o r  I g G .  A s  d e s c r i b e d  a b o v e ,  857. o f  a d e n o v i r u s  a g g r e g a t e d  b y 
a n t i - f i b r e  a n t i b o d y  f a i l e d  t o  p e n e t r a t e  i n t o  H e L a  c e l l s  ( W o h l f a r t  
e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  A h y p e r i m m u n e  s e r u m  a n d  so m e  m o n o c l o n a l  I g G s  
p r e v e n t  p e n e t r a t i o n  o f  p o l i o v i r u s  t y p e  I  i n t o  H e L a  c e l l s  ( E m i n i  
e t  a l .  ,  1 9 8 3 a ) .
( e )  I n h i b i t i o n  o f  u n c o a t i n g
U n c o a t i n g  i s  a  g e n e r a l  t e r m  f o r  t h e  i l l - d e f i n e d  e v e n t s  b e t w e e n  
p e n e t r a t i o n  an d t h e  f i r s t  v i r u s - s p e c i f i c  s y n t h e t i c  e v e n t ,  
t r a n s c r i p t i o n  o r  t r a n s l a t i o n  o f  t h e  i n p u t  g e n o m e .  W e s t  N i l e  v i r u s  
(WNV) e n t e r s  c e l l s  b y  r e c e p t o r - m e d i a t e d  e n d o c y t o s i s  i n v o l v i n g  a 
lo w  p H  f u s i o n  r e a c t i o n  i n  e n d o s o m e s  o f  P 3 3 8 D 1  c e l l s  ( G o l l i n s  and
7(a) ENDOCYTOSIS
F l g u r .  1 « .  S c h —  h o -  a n t i b o d y
<b> b y  p r a v t n t l n g  t h *  n o r m a l  n u e l w t l o n  o f  c * » i  
r o c o p  t o r  u n i t *  <CRU*> t o  f o r m  a  f u n c t i o n a l  c * l l  
r a c t p t o r  s i t *  ( C R S ) ( a ) .
F r o m  D i m m o c k ,  1 9 8 7
P o r t e r f i e l d ,  1 9 8 4 »  1 9 8 5 ;  1 9 0 6 a ) .  U n c o a t i n g  i s  t h o u g h t  t o  b e  a
r e s u l t  o f  f u s i o n  w i t h  e n d o s o m e s  and i s  a c c o m p a n i e d  b y  an i n c r e a s e  
i n  t h e  s u s c e p t i b i l i t y  o f  t h e  i n p u t  ge n om e  t o  d i g e s t i o n  b y  R N a s e .  
S o i l  i n s  a n d  P o r t e r f i e l d  ( 1 9 8 6 b )  sh ow e d  t h a t  t r e a t m e n t  w i t h  
i n c r e a s i n g  a m o u n t s  o f  n e u t r a l i s i n g  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  
p r o g r e s s i v e l y  r e d u c e d  t h e  R N a s e  s e n s i t i v i t y  o f  
C * H ] - u r i d i n e - l a b e l l e d  WNV i n  p a r a l l e l  w i t h  t h e  l o s s  o f  
i n f e c t i v i t y .  T h e  sam e a n t i b o d y  a l s o  p r e v e n t e d  W N V - l i p o s o m e  f u s i o n  
s u g g e s t i n g  t h a t  WNV i s  n e u t r a l i s e d  b y  i n h i b i t i o n  o f  t h e  
i n t r a - e n d o s o m a l  f u s i o n  e v e n t .  S t u d i e s  o f  t h e  H A  o f  i n f l u e n z a  
v i r u s  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e  t r i g g e r e d  
b y  m i l d l y  a c i d i c  p H  t h a t  c a u s e s  m e m b ra n e  f u s i o n  ( G e n e r a l  
I n t r o d u c t i o n ,  P a r t  4 )  i s  p r e v e n t e d  ¿jn v i t r o  b y  n e u t r a l i s i n g  
a n t i b o d y  ( K l d a  e t  a 1.  , 1 9 8 5 »  W h a r t o n  e t  a l . ,  1 9 8 6 ) .  I n t e r f e r e n c e
w i t h  t h i s  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e  in^ v i v o  c o u l d  p r e v e n t  l i b e r a t i o n  
o f  i n f l u e n z a  v i r u s  n u c l e o c a p _ . i d s  f r o m  e n d o s o m e s  an d h a s  b e e n  
p r o p o s e d  a s  a  p o s s i b l e  n e u t r a l i s a t i o n  m e c h a n i s m ,  b u t  w i t h o u t  
s u p p o r t i v e  e v i d e n c e  ( K i d a  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  F a i l u r e  t o  e s c a p e  f r o m  
i n t r a c e l l u l a r  v e s i c l e s  o f  Hei_a c e l l s  h a s  a l s o  b e e n  i m p l i c a t e d  a s  
c o n t r i b u t i n g  t o  t h e  n e u t r a l i s a t i o n  o f  a d e n o v i r u s  ( W o h l f a r t  a t  
a l . ,  1 9 8 5 ) .  P e n e t r a t i o n  o f  a d e n o v i r u s  r e a c t e d  w i t h  a n t i b o d y  t o  
t h e  h e x o n  o r  p e n t o n  b a s e  w a s  a s  e f f i c i e n t  a s  v i r u s  t r e a t e d  w i t h  a 
p r e — i m m u n e  s e r u m ,  b u t  a p p r o x i m a t e l y  6 9 %  a n d  4 7 %  r e s p e c t i v e l y  
r e m a i n e d  i n  v e s i c l e s  a s  j u d g e d  f r o m  e l e c t r o n  m i c r o g r a p h s .  
A n t i - p e n t o n  b a s e  a n t i b o d y  n e u t r a l i s e d  i n f e c t i v i t y  b y  n o  m o r e  t h a n  
507.  a n d  t h i s  c o r r e l a t e d  w i t h  t h e  n u m b e r  o f  v i r u s  p a r t i c l e s  n e a r  
t o  t h e  n u c l e u s  (257.  c o m p a r e d  t o  5 6  a n d  547.  f o r  c o n t r o l s )  
s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  b y  t h i s  m e t h o d  w e r e  
p r o p o r t i o n a l  t o  i n f e c t i v i t y .
R a b b i t p o x  v i r u s  n e u t r a l i s e d  w i t h  p o l y c l o n a l  a n t i s e r u m  f a i l s  t o  
u n c o a t  c o m p l e t e l y  i n  H e L a  c e l l s  ( J o k l i k ,  1 9 6 4 ) .  T w o - t h i r d s  o f  t h e
74
v i r u s - a n t i b o d y  c o m p l e x e s  t h a t  a t t a c h  t o  e v i l s  e l u t e ,  b u t  t h e  
r e m a i n d e r  p e n e t r a t e  i n t o  t h e  c y t o p l a s m .  I n f e c t i o u s  v i r i o n s  a r e  
c o n v e r t e d  t o  c o r e s  b y  r e m o v a l  o f  t h e  e n v e l o p e  p h o s p h o l i p i d  (90V. 
i s  d e g r a d e d )  an d p r o t e i n  c o m p o n e n t s ,  t h e  l a t t e r  p r o b a b l y  b y  a 
v i r u s - i n d u c e d  u n c o a t i n g  p r o t e i n  ( P e d l e y  a n d  C o o p e r ,  1 9 8 7 ) ,  
r e n d e r i n g  t h e  v i r a l  DNA s e n s i t i v e  t o  D N a s e .  T h e  p h o s p h o l i p i d  
c o m p o n e n t  o f  n e u t r a l i s e d  r a b b i t  p ox  v i r u s  i s  d e g r a d e d  b u t  f u r t h e r  
u n c o a t i n g ,  m e a s u r e d  a s . s e n s i t i v i t y  t o  D N a s e ,  d o e s  n o t  o c c u r  
( J o k l i k ,  1 9 6 4 ) .
l i a n d e l  ( 1 9 6 7 b )  p r o p o s e d  t h a t  n e u t r a l  i s a t  i o n  o f  p o l i o v i r u s  t y p e  I 
i s  t h e  r e s u l t  o f  a  d e f e c t  i n  u n c o a t i n g  b e c a u s e  v i r t u e  n e u t r a l i s e d  
b y  p o l y c l o n a l  I g G  a t t a c h e d  a n d  p e n e t r a t e d  i n t o  He L a  c e l l s .  E m l n i  
e t  a l . ( 1 9 8 3 a )  o b t a i n e d  s i m i l a r  r e s u l t s  u s i n g  m o n o c l o n a l  an d
m o n o s p e c i f i c  a n t i b o d i e s ,  b u t  sh o w e d  t h a t  a n t i b o d i e s  o f  o n e  
s p e c i f i c i t y  p r e v e n t e d  a t t a c h m e n t  (s e e  a b o v e )  an d some  a n t i b o d i e s  
i n h i b i t e d  p e n e t r a t i o n  b y  u p  t o  507. . H o w e v e r ,  t h e  n e u t r a l i s e d  
v i r u s  t h a t  e n t e r e d  c e l l s  d i d  n o t  d i r e c t  t r a n s c r l p t i o n .  H a n d e l  
( 1 9 6 7 b )  f o u n d  u n c o a t e d ,  i n t a c t  v RN A ,  t h o u g h t  t o  b e  a  p r e r e q u i s i t e  
f o r  r e p l i c a t i o n ,  i n  c e l l s  i n o c u l a t e d  w i t h  i n f e c t i o u s  v i r u s ,  b u t  
w as  u n a b l e  t o  d e t e c t  i n t a c t  v R N A  i n  c e l l s  i n o c u l a t e d  w i t h  
n e u t r a l i s e d  v i r u s .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  t h e  vR NA  o f  n e u t r a l i s e d  
v i r u s  i s  d e g r a d e d  i n t r a c e l l u l a r  l y .
( f )  I n h i b i t i o n  o f  e v e n t s  a f t e r  u n c o a t l n g
T h e r e  a r e  r e p o r t s  o f  tw o  v i r u s e s  w h i c h  u n c o a t  n o r m a l l y  b y  t h e  
m e a s u r e d  c r i t e r i a ,  b u t  f a i l  t o  r e p l i c a t e .  When F P V / R  i s  
n e u t r a l i s e d  b y  9 9 .9 9 V .  o r  m o r e  w i t h  p o l y c l o n a l  o r  m o n o c l o n a l  I g G ,  
v i r u s - a n t i b o d y  c o m p l e x e s  a t t a c h  t o  C E F  c e l l s ,  p e n e t r a t e  a n d  t h e  
v i r a l  RNA b e c o m e s  l o c a l i s e d  i n  t h e  n u c l e u s  ( P o s s e e  a n d  D i m m oc k ,
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1 9 8 1 ) .  S i m i l a r  r e s u l t s  w e r e  l a t e r  o b t a i n e d  u s i n g  B H K - 2 1  c e l l s  an d
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v i r u s  n e u t r a l i s e d  w i t h  I g G  o r  m o n o m e r i c  I g A  ( T a y l o r  a n d  D i m m oc k ,  
1 9 8 5 a ) .  I n f l u e n z a  v i r u s - I g G  c o m p l e x e s  a l s o  a t t a c h  t o  human 
f o r e s k i n  f i b r o b l a s t s  and L - c e l l s  w i t h  u n a l t e r e d  k i n e t i c s  (Dim mo ck  
e t  a l . ,  1 9 8 4 ;  T a y l o r ,  1 9 8 6 ) .  A d d i t i o n a l l y ,  P o s s e e  e t  a l .  ( 1 9 8 2 )
d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  l i p i d  e n v e l o p e  o f  n e u t r a l i s e d  v i r u s  
r e m a i n e d  i n  t h e  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n  o f  C E F  c e l l s .  T h e  k i n e t i c s  
o f  a c c u m u l a t i o n  o f  v i r i o n  RNA i n  t h e  n u c l e i  o f  C E F  a n d  B H K -2 1  
c e l l s  w e r e  i n d i s t i n g u i s h a b l e  f r o m  t h o s e  o f  i n f e c t i o u s  v i r u s  
( P o s s e e  a n d  D i m m o c k ,  1 9 8 1 ;  P o s s e e  * t  a l .  ,  1 9 8 2 ;  D i m m o c k  * t  a l . ,  
1 9 8 4 ;  T a y l o r ,  1 9 8 6 )  s u g g e s t i n g  t h a t  n e u t r a l i s e d  v i r u s  e n t e r s  
c e l l s  b y  t h e  s am e  r o u t e  a s  i n f e c t i o u s  v i r u s .  V i r a l  RN A was 
a p p a r e n t l y  u n d e g r a d e d  a s  j u d g e d  b y  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  
e l e c t r o p h o r e s i s  ( P o s s e e ,  1 9 8 1 ) .  H o w e v e r ,  n o  v i r a l  t r a n s c r i p t i o n  
wa s d e t e c t a b l e  i n  c e l l s  I n o c u l a t e d  w i t h  n e u t r a l i s e d  v i r u s .  I t  w a s  
a l s o  f o u n d  t h a t  t r a n s c r i p t a s e  a c t i v i t y  i n  v i t r o  o f  F P V / R  an d X - 4 9  
w e r e  r e d u c e d  b y  3  t o  9 - f o l d  a f t e r  t r e a t m e n t  w i t h  n e u t r a l i s i n g  
a n t i b o d y .  B a s e d  o n  t h e s e  f i n d i n g s  i t  w a s  p r o p o s e d  t h a t  
n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y  b o u n d  t o  t h e  H A ,  a n d  i n d u c e d  a 
c o n f o r m â t i o n a l  c h a n g e  t h a t  w a s  t r a n s m i t t e d  a c r o s s  t h e  v i r a l  
m e m b ra n e  c a u s i n g  i n h i b i t i o n  o f  t h e  v i r i o n  t r a n s c r i p t a s e  e n z y m e  
( P o s s e e ,  1 9 8 1 ;  P o s s e e  f t  * [ . ,  1 9 8 2 ) .
V i s n a  v i r u s  u n c o a t i n g  i n  t r a n s f o r m e d  m a c r o p h a g e s  (T M >  h a s  b e e n  
a s s a y e d  b y  f o l l o w i n g  t h e  a p p e a r a n c e  o f  a c i d - s o l u b l e  r a d i o a c t i v i t y  
i n  t h e  t i s s u e  c u l t u r e  m e d iu m  o f  c e l l s  I n o c u l a t e d  w i t h  
r a d i o l a b e l  l e d  v i r u s  ( K e n n e d y - S t o s k o p f  a n d  N a r a y a n ,  1 9 8 6 ) .  I n  t h i s  
c e l l  l i n e ,  u n c o a t i n g  o f  v i s n a  v i r u s  o c c u r r e d  a f t e r  n e u t r a l i s a t i o n  
b y  p o l y c l o n a l  a n t i s e r u m ,  b u t  r e p l i c a t i o n  d i d  n o t  o c c u r ,  i n  
c o n t r a s t  t o  S C P F  c e l l s  w h e r e  a t t a c h m e n t  i s  b l o c k e d .  A t t a c h m e n t ,  
p e n e t r a t i o n  a n d  u n c o a t i n g  o f  n e u t r a l i s e d  v i s n a  v i r u s  w e r e  a l l  
e n h a n c e d  i n  TM c o m p a r e d  w i t h  c o n t r o l  v i r u s ,  b u t  v i r u s  RNA wa s n o t  
t r a n s c r i b e d .  S i n c e  m a c r o p h a g e s  p o s s e s s  r e c e p t o r s  f o r  t h e  Fc
r e g i o n  o f  I g G  a n d  p r o c e s s  a n t i g e n ,  a n t i b o d y - t r e a t e d  v i s n a  v i r u s  
may h a v e  b e e n  t a k e n  u p  b y  a n o n - i n i e c t i o u *  p a t h w a y  a n d  d e g r a d e d .
( g )  C o - o p e r a t i v e  n e u t r a l i s a t i o n
T h e  n e u t r a l i s i n g  e f f i c i e n c y  o f  so m e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  i s  
i n c r e a s e d  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  o t h e r  a n t i b o d i e s .  P e i r i s  e t  a  1 . 
( 1 9 8 2 )  f o u n d  t h a t  t w o  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  n e u t r a l i s e d  WNV 
p o o r l y  b y  t h e m s e l v e s ,  b u t  whe n p o o l e d  e f f i c i e n t  n e u t r a l i s a t i o n  
o c c u r r e d .  E f f e c t i v e  n e u t r a l i s a t i o n  o f  L a  C r o s s e  v i r u s  r e q u i r e s  
b i n d i n g  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  t o  a t  l e a s t  t w o  d i f f e r e n t  b u t  
s p e c i f i c  a n t i g e n i c  s i t e s  on t h e  G1 g l y c o p r o t e i n  ( K i n g s f o r d  an d 
I s h i z a w a ,  1 9 8 4 ) .  S y n e r g i s t i c  n e u t r a l i s a t i o n  o f  NDV h a s  a l s o  b e e n  
r e p o r t e d .  I o r i o  a n d  B r a t t  ( 1 9 8 4 )  r e a c t e d  v i r u s  w i t h  m o n o c l o n a l  
a n t i b o d i e s  t o  f o u r  d i f f e r e n t  s i t e s .  E a c h  a n t i b o d y  on i t s  own 
f a i l e d  t o  n e u t r a l i s e  b e t w e e n  1 - 1 7 %  o f  t h e  i n f e c t i v i t y  d e p e n d i n g  
o n  t h e  s i t e  r e c o g n i s e d ,  b u t  w he n  a l l  f o u r  w e r e  u s e d  t o g e t h e r ,  
n e u t r a l i s a t i o n  w a s  e q u i v a l e n t  t o  t h a t  o b t a i n e d  w i t h  a m ou s e  
p o l y c l o n a l  a n t i b o d y .  E n h a n c e d  n e u t r a l i s a t i o n  o f  NDV was o b t a i n e d  
b y  R u s s e l l  ( 1 9 8 6 )  u s i n g  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  t o  d i f f e r e n t  
e p i t o p e s  o f  t h e  h a e m a g g l u t i n i n - n e u r a m i n i d a s e  p r o t e i n .
( h )  C o n c l u d i n g  r e m a r k s
F o r  a  n u m b e r  o f  v i r u s e s ,  i n c l u d i n g  a d e n o v i r u s ,  p o l i o v i r u s  an d 
i n f l u e n z a  v i r u s ,  t h e  same a n t i b o d y  c a n  r e d u c e  i n f e c t i v i t y  b y  
e x e r t i n g  a n  i n h i b i t o r y  e f f e c t  a t  m o r e  t h a n  o n e  s t a g e  i n  
i n f e c t i o n .  F o r  i n f l u e n z a  v i r u s  t h e  q u a n t i t a t i v e  c o n t r i b u t i o n  o f  
t h e  d i f f e r e n t  m e c h a n i s m s  h a s  b e e n  a s s e s s e d  ( T a b l e  2 ) .  I n  t h i s  
t h e s i s  t h e  m e c h a n i s m  o f  n e u t r a l i s a t i o n  b y  I g G  i s  a d d r e s s e d  an d 
F i g u r e  I S  s h o w s  s c h e m a t i c a l l y  t h e  s t a g e s  a t  w h i c h  d i f f e r e n t  
c l a s s e s  o f  a n t i b o d y  e x e r t  t h e i r  e f f e c t .
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T a b l e  2 «  Summary o f  n e u t r a l l s a t l o n  o f  I n f l u e n z a  v l r u »  b y  
d i f f e r e n t  c l a s s e s  o f  a n t i b o d y
A b  S t a g e  o f  I n f e c t i o n
i n h i b i t e d
E x t e n t  o f  N e u t r a l l s a t I o n  
I n h i b i t i o n  <X> t l t r e  <%>
P o -  o r  Mo Ig G T r a n s c r l p t i o n 100
( u n d e t e c t a b l e )
> 9 9 . 9
P o I g A T r a n s c r l p t l o n  ? ND
9 8 .  S
P o s l g A A t t a c h m e n t SO >9 7
P e n e t r a t i o n SO
P o I g M A t t a c h m e n t SO > 9 9
.SO
• P o  _■ p o l y c l o n a l ,  Wo “  m o n o c l o n a l .  
ND ■ n o t  d e t e r m i n e d
F o r  r e f s ,  s e e  t e x t .
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1 6 .  C HA NG ES I N  A N T I G E N S  AND V I R I O N S  IN D UC ED  BY A N T I B O D Y
( a )  N a t u r e  o i  a n t i g e n i c  d e t e r m i n a n t s  «
T w o  t y p e s  o f  e p i t o p e  c a n  b e  d i s t i n g u i s h e d  ( v a n  R e g e n m o r t e l ,
1 9 8 6 ) .  C o n t i n u o u s  e p i t o p e s  a r e  r e g i o n s  on  t h e  s u r f a c e  o f  p r o t e i n s  
w i t h  d i s t i n c t i v e  c o n f o r m a t i o n a l  f e a t u r e s  ma d e  u p  o f  A m i n o  a c i d  
r e s i d u e s  t h a t  a r e  c o n t i g u o u s  i n  p r i m a r y  s e q u e n c e .  D i s c o n t i n u o u s  
e p i t o p e s  a r e  f o r m e d  b y  t h e  j u x t a p o s i t i o n  i n  s p a c e  o f  r e s i d u e s  
t h a t  a r e  n o t  c o n t i g u o u s  i n  t h e  p r i m a r y  s e q u e n c e .  C o n s i d e r a t i o n  o f  
c o n t i n u o u s  e p i t o p e s  l e d  t o  t h e  s u g g e s t i o n  t h a t  an e p i t o p e  
c o n s i s t e d  o f  3 - 8  a m i n o  a c i d s  ( A t a s s i ,  1 9 7 3 )  b u t  t h i s  r e p r e s e n t s  
a n  o v e r s i m p l i f i e d  v i e w  ( v a n  R e g e n m o r t e l  a n d  N e u r a t h ,  1 9 8 5 ) .  Two 
c r y s t a l  s t r u c t u r e s  h a v e  b e e n  s o l v e d  f o r  a n t i g e n - F a b  c o m p l e x e s  and 
i n  t h e s e  16 r e s i d u e s  o f  t h e  a n t i g e n  a r e  i n  c l o s e  c o n t a c t  w i t h  a 
s i m i l a r  n u m b e r  o f  p a r a t o p e  r e s i d u e s .  T h e  e s t i m a t e d  a r e a  o f  
c o n t a c t  ( t h e  a n t i b o d y  f o o t p r i n t )  i s  2 0  x 3 0  a n g s t r o m s  ( A m i t  e t  
a l .  ,  1 9 8 6 ;  C o l m a n  e t  a l . ,  1 9 8 7 ) .  T h e  a n t i g e n i c i t y  o f  p a r t  o f  a 
p r o t e i n  d e p e n d s  on a c o m b i n a t i o n  o f  a c c e s s i b i l i t y ,  h y d r o p h i 1 i c l t y  
a n d  m o b i l i t y ,  o f  w h i c h  h i g h  m o b i l i t y  i s  t h e  m o s t  r e l i a b l e  
i n d i c a t o r  o f  t h e  a n t i g e n i c i t y  o f  a  s i t e  ( s e e  B e n j a m i n  # t  a l ,
1 9 8 4 ;  T a i n e r  e t  a l . ,  1 9 8 5 ;  v a n  R e g e n m o r t e l ,  1 9 8 6 ,  1 9 8 7 ;  W i l l i a m s  
a n d  M o o r e ,  1 9 8 5  f o r  r e v i e w s ) .
(b> I g  f l e x i b i l i t y  a n d  f u n c t i o n
I g  m o l e c u l e s  a r e  f l e x i b l e  a n d  t h i s  p r o p e r t y  i s  t h o u g h t  t o  b e  
i m p o r t a n t  f o r  a n t i b o d y  f u n c t i o n  ( F i g u r e  1 6 ) .  F l e x i b i l i t y  a b o u t  
t h e  h i n g e ,  f o r m e d  o f  a  s e q u e n c e  o f  18 a m i n o  a c i d s  l i n k i n g  t h e  CMi 
e n d  C ^ 2  d o m a i n s  o f  I g G ,  a l l o w s  m o v e m e n t o f  t h e  F a b  a r m s  r e l a t i v e  
t o  e a c h  o t h e r  ( s e e  H a n s e n  e t  al_.  ,  1 9 8 1 ;  D a v i e s  an d M e t z g e r ,  19 83 ;
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H u b e r  an d B e n n e t t ,  1 9 8 7  - for r e v i e w s ) .
T h e  r e l a t i v e  f l e x i b i l i t y  o f  I g  i s  r e l a t e d  t o  t h e  a b i ' l i t y  t o  f i x  
c o m p l e m e n t  ( f o r  r e v i e w  s e e  F e i n s t e i n  * t  a l .  ,  1 9 8 6 ) .  Q i  f t  a 1 .
( 1 9 8 4 )  p r o d u c e d  a s e r i e s  o f  a n t i b o d i e s  w i t h  d i f f e r e n t  C H c l a s s e s  
an d s u b - c l a s s e s  b y  i s o l a t i n g  m u t a n t  h y b r i d o m a  c e l l s .  By a v a r i e t y  
o f  means  i t  wa s s h o w n  t h a t  h i g h e r  f l e x i b i l i t y  a t  t h e  h i n g e  was 
r e f l e c t e d  b y  i n c r e a s i n g  a b i l i t y  t o  f i x  c o m p l e m e n t  an d t h i s  was 
r e l a t e d  d i r e c t l y  t o  t h e  a b i l i t y  t o  b i n d  C l q ,  t h e  p a r t  o f  t h e  C l  
c o m p l e x  t h a t  b i n d s  t o  a n t i b o d y  i n  t h e  f i r s t  e v e n t  o f  t h e  
c l a s s i c a l  c o m p l e m e n t  a c t i v a t i o n  p a t h w a y .
I g G  b o u n d  t o  a n t i g e n  i s  f o u n d  i n  a v a r i e t y  o f  s h a p e s .  I n  s o l u t i o n  
b o u n d  t o  m o n o v a l e n t  h a p t e n ,  t h e  a n t i g e n  b i n d i n g  s i t e s  o f  a  h y b r i d  
r a b b i t  a n t i b o d y  a r e  a t  l e a s t  9  nm a p a r t ,  t h e  a n g l e  b e t w e e n  F a b  
a r m s  b e i n g  8 0 - 9 5 °  ( Y - s h a p e ) , a s s u m i n g  t h e  F a b  a r m s  a r e  7 nm l o n g  
( U e r n e r  e t  al_.  , 1 9 7 2 ) .  T h e  s h a p e  c a n  v a r y  c o n s i d e r a b l y ,  h o w e v e r .
V a l e n t i n e  a n d  G r e e n  ( 1 9 6 7 )  s h o w e d  b y  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  t h a t  
whe n a n t i b o d y  b i n d s  h a p t e n  t h e  a n g l e  b e t w e e n  t h e  F a b  a r m s  c a n  
v a r y  b e t w e e n  10 a n d  1 8 0 °  ( T - s h a p e d ) .  W r i g l e y  f t  a l .  , (19 7 7 *
1 9 8 3 a )  p r e s e n t  e l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  o f  p o l y c l o n a l  an d m o n o c l o n a l  
I g G  b o u n d  t o  I s o l a t e d  g l y c o p r o t e i n s  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  a n d  t h e  
a n t i b o d y  i s  s e e n  i n  a  v a r i e t y  o f  f o r m s  f r o m  Y - s h a p e  t o  T - s h a p e  
w i t h  F a b  a r m s  a t  1 8 0 ° .  T h u s ,  i t  i s  p r e d i c t e d  t h a t  f l e x i b i l i t y  
a b o u t  t h e  h i n g e  a l l o w s  b i n d i n g  o f  I g G  t o  m u l t i v a l e n t  l i g a n d s ,  b u t  
t h e  maximum d i s t a n c e  t h a t  i t  i s  p o s s i b l e  f o r  an  I g G  t o  s p a n  i s  
14 nm. L a f f e r t y  a n d  O e r t i l i s  ( 1 9 6 3 )  s h o w e d  I g G  b o u n d  b i v a l e n t l y  
t o  i n f l u e n z a  v i r i o n s  a n d ,  a t  h i g h e r  c o n c e n t r â t i o n s  o f  a n t i b o d y ,  
c r o s s - l i n k i n g  p a r t i c l e s .  I t  i s  p o s s i b l e ,  t h o u g h  t h e r e  i s  n o  
s u p p o r t i v e  e v i d e n c e ,  t h a t  f l e x i b i l i t y  c o u l d  i n f l u e n c e  t h e  a b i l i t y  
t o  f o r m  a g g r e g a t e s .  I n  a d d i t i o n  t o  f l e x i b i l i t y  a b o u t  t h e  h i n g e .
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W r i g l e y  e t  a 1 . ( 1 9 3 3 a )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  F a b  a r m s  c a n  r o t a t e
a b o u t  t h e i r  l o n g  a x i s  r e l a t i v e  t o  t h e  F c  r e g i o n  a n d  t h a t  t h e  a rm s  
c a n  b e n d  a t  t h e  e l b o w  o r  s w i t c h  r e g i o n  b e t w e e n  t h e  v a r i a b l e  and 
c o n s t a n t  d o m a i n s  ( F i g u r e  1 6 ) .
T h e  t h r e e - d i m e n s i o n a l  s t r u c t u r e  o f  F a b  N C 4 1  an d i n f l u e n z a  v i r u s  
NA s u g g e s t s  t h a t  a c h a n g e  i s  i n d u c e d  i n  t h e  r e l a t i v e  p o s i t i o n s  o f
V
M a n d  a l t e r i n g  t h e  a r r a n g e m e n t  o f  t h e  s e g m e n t s  i n v o l v e d  i n  
b i n d i n g  a n t i g e n  ( C o l m a n  e t  al_.  , 1 9 8 7 ;  H u b e r  a n d  B e n n e t t ,  1 9 3 7 ) .  
T h e  e v i d e n c e  i s  i n d i r e c t  a s  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  u n c o m p l e t e d  F a b  
h a s  n o t  b e e n  s o l v e d .  T h e  c o m p l e x  o f  l y s o z y m e  w i t h  D 3 . 1  F a b  s ho w s  
n o  s i m i l a r  c o n f o r m a t i o n a l  a l t e r a t i o n s ,  p o s s i b l y  b e c a u s e  n o n e  a r e  
r e q u i r e d  ( A m i t  * t  a l . ,  1 9 8 6 ) .  T h e  s i t e  r e c o g n i s e d  b y  t h i s  F a b  i s  
n o t  o n e  o f  t h e  a n t i g e n i c  s i t e s  p r o p o s e d  f r o m  s t u d i e s  u s i n g  
p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  o r  p r e d i c t e d  f r o m  t h e o r e t i c a l  
c o n s i d e r a t i o n s  ( T a i n e r  * t  a l .  , 1 9 8 4 )  a n d  t h e r e  i s  s t r o n g  
c o m p l e m e n t a r i t y  b e t w e e n  p a r a t o p e  a n d  e p i t o p e  w h i c h  s e e m  t o  
i n t e r a c t  i n  a  w a y  s i m i l a r  t o  a  l o c k  a n d  k e y .
(c >  C o n f o r m â t i o n a l  c h a n g e s  i n d u c e d  i n  a n t i g e n  b y  a n t i b o d y
T h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  N A - N C 4 1  F a b  c o m p l e x  p r o v i d e s  e v i d e n c e  f o r  
p e r t u r b a t i o n s  h a v i n g  o c c u r r e d  i n  t h e  e p i t o p e  ( C o l m a n  i t  a l . ,  
1 9 8 7 ) .  T h e  e p i t o p e  i s  c o m p o s e d  o f  r e s i d u e s  f r o m  f o u r  l o o p s  w i t h  
a b o v e  a v e r a g e  m o b i l i t y  a n d  t h e  a u t h o r s  s u g g e s t  t h a t  t h e  
p a r a t o p e - e p i t o p e  i n t e r a c t i o n  i s  m o r e  l i k e  a  h a n d s h a k e  w i t h  
p a r a t o p e  a n d  e p i t o p e  r e s i d u e s  s h i f t i n g  a s  t h e y  c o m e  t o g e t h e r  
r a t h e r  t h a n  r e m a i n i n g  r i g i d  i n  a  l o c k  a n d  k e y - t y p e  i n t e r a c t i o n .
P r o t e i n  m o l e c u l e s  a r e  i n h e r e n t l y  f l e x i b l e  a n d  e x i s t  i n  a  s t a t e  o f  
p e r p e t u a l  m o t i o n  a b o u t  a  mean c o n f o r m a t i o n  ( s e e  C o o p e r ,  19 80 f o r
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r e v i e w ) .  E v e n  i n  c r y s t a l l i n e  f o r m  whe n p r o t e i n  s t r u c t u r e s  a r e  
s u b j e c t  t o  p a c k i n g  c o n s t r a i n t s ,  a  v a r i e t y  o f  c o n f o r m a t i o n s  may be 
e x h i b i t e d  a n d  d o m a i n s  o f  p r o t e i n s  c a n  m ov e r e l a t i v e ' t o  e a c h  
o t h e r ,  a s  d e s c r i b e d  f o r  i n s u l i n  ( f o r  r e v i e w  s e e  C h o t h i a  a n d  L e s k ,  
1 9 8 5 ) .  I n  t h e  i n s u l i n  m o l e c u l e  « - h e l i c e s  m ov e  b y  u p  t o  1 . 3  
a n g s t r o m s  w i t h  a l m o s t  n o  s i g n i f i c a n t  c h a n g e  i n  b a c k b o n e  
c o n f o r m a t i o n .  S i n c e  t h e  e x t e n t  o f  m o v e m e n t  i s  l i m i t e d ,  t h i s  c a n  
c a u s e  t r a n s m i s s i o n ,  an d p o s s i b l y  a m p l i f i c a t i o n ,  o f  c o n f o r m a t i o n a 1 
c h a n g e s  w i t h i n  t h e  p r o t e i n  m o l e c u l e .
A n u m b e r o f  r e p o r t s  d e s c r i b e  a n t i b o d y - i n d u c e d  c o n f o r m a t i o n a l  
c h a n g e s  i n  v i r a l  g l y c o p r o t e i n s  t h a t  a p p e a r  t o  b e  t r a n s m i t t e d ,  
b e c a u s e  t o p o g r a p h i c a l l y  d i s t i n c t  r e g i o n s  o f  t h e  m o l e c u l e  a r e  
m o d i f i e d .  L u b e c k  a n d  G e r h a r d  ( 1 9 8 2 )  s h o w e d  t h a t  b i n d i n g  o f  
m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  t o  o n e  s i t e  on  t h e  HA i s  e n h a n c e d  b y  
s i m u l t a n e o u s  b i n d i n g  o f  a n t i b o d y  t o  a  d i f f e r e n t  e p i t o p e .  A l s o  
u s i n g  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s ,  H e i n z  e t  a l .  ( 1 9 8 4 )  m ap ped  d o m a i n s
on t h e  s t r u c t u r a l  g l y c o p r o t e i n  o f  t i c k - b o r n e  e n c e p h a l i t i s  v i r u s  
t o  w h i c h  b i n d i n g  i s  e n h a n c e d  b y  a n t i b o d i e s  b i n d i n g  t o  o t h e r  
s i t e s .  I n  a d d i t i o n .  F a b  f r a g m e n t s  d e r i v e d  f r o m  t h e s e  a n t i b o d i e s  
s ho w e d  t h e  sam e r e l a t i o n s h i p s ,  d e m o n s t r a t i n g  t h a t  b i v a l e n t  
b i n d i n g  i s  n o t  r e q u i r e d  t o  i n d u c e  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  i n  t h i s  
p r o t e i n ,  b i n d b l s  v i r u s  h a s  t w o  e n v e l o p e  p r o t e i n s ,  E l  a n d  E 2 ,  an d 
t h e s e  a r e  f o u n d  i n  i n f e c t e d  c e l l s  a s  a  c o m p l e x  o f  E l  w i t h  a 
p r e c u r s o r  o f  E 2  p r o t e i n  ( E 1 - P E 2 )  w h i c h  i s  s t a b l e  i n  n o n - i o n i c  
d e t e r g e n t .  T w o  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  t o  E l  m u t u a l l y  e n h a n c e  
b i n d i n g  a n d  a l s o  c a u s e  t h e  d i s s o c i a t i o n  o f  E 1 - P E 2  c o m p l e x e s  
( C l e g g  e t  al_.  ,  1 9 8 3 ) .  W i t h  t h e  s am e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s ,  
e n h a n c e m e n t  o f  b i n d i n g  t o  S i n d b i s  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s  o c c u r s  
( C h a n a s  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  A n t i b o d y - i n d u c e d  a l l o s t e r i c  m o d i f i c a t i o n  
o f  t h e  G p r o t e i n  o f  V S V h a s  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  ( L e F r a n c o i s  a n d
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L y l e s ,  1 9 8 2 ) .
T h e  A b o v e  p r o v i d e  i n d i r e c t  e v i d e n c e  f o r  i n d u c t i o n  an d 
t r a n s m i s s i o n  o f  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  i n  p r o t e i n s  an d d i r e c t  
e v i d e n c e  c o m e s  f r o m  t h e  t h r e e - d i m e n s i o n a l  s t r u c t u r e  o f  t h e  
N A - N C 4 1  F a b  c o m p l e x  ( C o l m a n  e t  al_. ,  1 9 8 7 ) .  NC41 F a b  i n h i b i t s  
n e u r a m i n i d a s e  a c t i v i t y  b u t  d o e s  n o t  s t e r i c a l l y  p r e v e n t  a c c e s s  o f  
t r i s a c c h a r i d e  s u b s t r a t e  t o  t h e  a c t i v e  s i t e .  An a r g i n i n e  r e s i d u e  
a t  p o s i t i o n  3 7 1 ,  w h i c h  n o r m a l l y  p o i n t s  d i r e c t l y  i n t o  t h e  a c t i v e  
s i t e ,  i s  d i s p l a c e d  s l i g h t l y  i n  t h e  c o m p l e x  a n d  t h i s  may c a u s e  t h e  
l o s s  o f  a c t i v i t y .  M o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  ( f o u r )  t o  m e a s l e s  v i r u s  
h a e m a g g l u t i n  i n  d e c r e a s e  t h e  i n t r a c e l l u l a r  e x p r e s s i o n  o f  v i r a l  
p h o s p h o p r o t e i n ,  f u s i o n  an d m e m b ra n e  p r o t e i n  ( F u j i n a m i  e t  a l . ,
1 9 8 4 ) .  T h i s  a n t i b o d y - i n d u c e d  a n t i g e n i c  m o d u l a t i o n  d e m o n s t r a t e s  
t h a t  a n t i b o d y  t o  a  d e t e r m i n a n t  on  t h e  o u t s i d e  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  
me m b ra n e  c a n  i n i t i a t e  a  t r a n s m e m b r a n e  s i g n a l  w h i c h  m o d i f i e s  some 
s t r u c t u r e  o n  t h e  c y t o p l a s m i c  s i d e .
A n t i b o d y - i n d u c e d  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  i n  p r o t e i n  a n t i g e n s  t h a t  
l e a d  t o  m o d i f i c a t i o n  o f  e n z y m e  a c t i v i t y  w e r e  r e v i e w e d  b y  C e l a d a  
e t  a l . ( 1 9 8 3 ) .
( d )  C o n f o r m â t i o n a l  c h a n g e s  I n d u c e d  i n  v i r i o n s  b y  a n t i b o d y
I n f l u e n z a  v i r u s ,  a d e n o v i r u s ,  r a b b l t p o x  v i r u s  a n d  v i s n a  v i r u s  
p e n e t r a t e  c e l l s  a f t e r  n e u t r a l i s a t i o n  b u t  f a i l  t o  i n i t i a t e  
i n f e c t i o n .  N e u t r a l i s e d  i n f l u e n z a  v i r u s  a n d  v i s n a  v i r u s  u n c o a t  an d 
r a b b i t p o x  v i r u s  i s  p a r t i a l l y  u n c o a t e d .  T h i s  I m p l i e s  t h a t  b i n d i n g  
o f  a n t i b o d y  t o  a  v i r i o n  e n v e l o p e  p r o t e i n  r e s u l t s  i n  m o d i f i c a t i o n  
o f  an  i n t e r n a l  c o m p o n e n t  a n d  f o r  I n f l u e n z a  v i r u s  i t  h a s  b e en  
p o s t u l a t e d  t h a t  t h e  HA t r a n s m i t s  t h e  s i g n a l  ( P o s s e e  e t  a l . .
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1 9 8 2 )  . T h e r e  i s  e v i d e n c e  f o r  a n t i b o d y - i n d u c e d  c o n f o r m a t i o n a l  
c h a n g e s  i n  t h e  v i r i o n s  o f  p i c o r n a v i r u s e s .  When b o v i n e  e n t e r o v i r u s  
i s  i o d i n a t e d  o n l y  o n e  c a p s i d  p r o t e i n  VP1 i s  l a b e l l e d ,  b u t  a f t e r  
n e u t r a l i s a t i o n  w i t h  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  b o t h  VP1 an d VP4  c a n  b e  
l a b e l l e d  i n d i c a t i n g  t h a t  a  r e a r r a n g e m e n t  o f  t h e  s u r f a c e  
c o m p o n e n t s  h a s  b e e n  i n d u c e d  ( C a r t h e w ,  1 9 7 6 ) .  S t u d i e s  w i t h  
p o l i o v i r u s  h a v e  l i n k e d  n e u t r a l i s a t i o n  w i t h  a  c h a n g e  i n  t h e  p i  o f  
v i r i o n s .  I n f e c t i o u s  v i r u s  h a s  a  p i  o f  a p p r o x i m a t e l y  7  a n d  a f t e r  
n e u t r a l i s a t i o n  M an d e l  < 1 9 7 6 )  f o u n d  t h e  v i r u s  s t a b i l i s e d  i n  a 
c o n f o r m a t i o n  w i t h  a p i  o f  4 . 3 .  N e u t r a l i s i n g  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  
a l s o  i n d u c e  t h i s  c h a n g e  ( E m i n i  e t  a l .  ,  1 9 8 3 a , b (  I c e n o g l e  e t  a l . ,
1 9 83 )  a n d  p a p a i n  d i g e s t i o n  o f  v i r u s - a n t i b o d y  c o m p l e x e s  r e v e r s e s  
t h e  c h a n g e  a n d  r e s t o r e s  i n f e c t i v i t y  ( E m i n i  e t  a l .  ,  1 9 8 3 b ) .  
H o w e v e r ,  E m i n i  » t  al_.  <1 9 8 3 a , b )  n o t e d  t h a t  a  n e u t r a l i s i n g  
p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  t o  a  s i n g l e  s i t e  o n  V P 3  f a i l e d  t o  i n d u c e  t h e  
c h a n g e  i n  p i  a n d  i n f e c t i v i t y  w as  n o t  r e a c t i v a t e d  b y  p a p a i n .  
N e u t r a l i s i n g  a n t i b o d i e s  t h a t  f a i l  t o  c h a n g e  t h e  p i  w e r e  a l s o  
r e p o r t e d  b y  B r i o e n  e t  al_ .  ( 1 9 8 5 ) .  A d d i t i o n a l l y  t h e s e  w o r k e r s  
sh ow e d  t h a t  t h e r e  w as  n o  q u a n t i t a t i v e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  
n e u t r a l i s a t i o n  a n d  c h a n g e  i n  p i  w h e r e  t h i s  o c c u r r e d ,  a n d  q u e s t i o n  
H a n d e l ' s  h y p o t h e s i s .  T h e  s i t u a t i o n  r e m a i n s  t o  b e  r e s o l v e d .  I t  may 
n o t  b e  r e a l i s t i c  t o  e x p e c t  n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y  t o  c a u s e  g r o s s  
c h a n g e s  i n  v i r i o n  s t r u c t u r e ,  d e t e c t a b l e  a s  c h a n g e s  i n  p i  f o r  
e x a m p l e ,  p a r t i c u l a r l y  i n  l e s s  r i g i d l y  s t r u c t u r e d  v i r i o n s  s u c h  a s  
t h a t  o f  i n f l u e n z a  v i r u s .
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A n t i b o d i e s .  1 .  M o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s .
HC2 a n d  HC61 m o n o c l o n a l  I g G s  w e r e  p u r l - fi  ad f r o m  a s c i t i c  f l u i d  
p r o v i d e d  b y  A . R . D o u g l a s  an d J . J . S k e h e l ,  N a t i o n a l ' I n s t i t u t s  f o r  
M s d l c a l  R e s e a r c h ,  L o n d o n .  T h e s e  I g G s  h a v s  H I  a n d  n s u t r a l i s l n g  
a c t i v i t y  a g a i n s t  H 7  s t r a i n s .
i 1 2 / 1 0 / 2R 6  ( c a l l e d  2R6 h e r e o n ) .  A s c i t i c  f l u i d  w a s  p r o d u c e d  i n  
B a l b / c  m i c e  u s i n g  h y b r i d o m a  c e l l s  p r o v i d e d  b y  U . G e r h a r d  
( U l s t a r . I n s t i t u t e ,  P h i l a d e l p h i a ) .  T h e  I g G  p u r i f i e d  I n h i b i t e d  
N A a c t i v i t y  o f  P R8  v i r u s  an d an H7N1 r e a s s o r t a n t  u s e d  i n  t h i s  
t h e s i s ,  b u t  n o t  F P V / R  ( H 7 N 1 ) .
2 .  P o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s .  R a b b i t  a n t i s e r a  w e r e  a  g i f t  f r o m  D r .
H . P . T a y l o r  ( W a r w i c k ) .
A n 1 1 —H7N2 s e r u m  (WR6 9)  w as  r a i s e d  b y  i n o c u l a t i n g  3  m 10* HAU 
o f  a  r e a s s o r t a n t  v i r u s  i n  PBS i n t o  t h e  e a r  v e i n  on  d a y  z e r o  
a n d  d a y  18 .  I g G  w a s  p u r i f i e d  f r o m  s e r u m  o b t a i n e d  on  d a y  23
i . e .  7  d a y s  a f t e r  t h e  s e c o n d  I n o c u l a t i o n  ( B + 7 ) .  T h i s  a n t i b o d y  
h a s  b o t h  H I  an d n e u t r a l i s i n g  a c t i v i t y  a g a i n s t  F P V / R  an d t h e  
H7N1 r e a s s o r t a n t  u s e d .
A n t i b o d y  t o  b r o m e l a i n - t r e a t e d  F P V / R  (WR5 9)  w as  u s e d  a s  a 
n o n - n e u t r a l i s i n g  c o n t r o l .  B r o m e l a i n - t r e a t e d  F P V / R  (H 7 N 1 )  ( 3  x
HA U)  i n  PBS w as  I n o c u l a t e d  i n t o  t h e  e a r  v e i n  on  d a y  z e r o  
a n d  2 3  d a y s  l a t e r .  I g G  w as  p u r i f i e d  f r o m  s e r u m  o b t a i n e d  on d a y  
3 4  l . e .  11 d a y s  a f t e r  t h e  s e c o n d  i n o c u l a t i o n  ( B + - 1 1 ) .  T h i s  
a n t i b o d y  l a c k e d  H I  an d n e u t r a l i s i n g  a c t i v i t y  b u t  b o u n d  t o  H7 
v i r u s  i n  a  r a d i o i m m u n o a s s a y .  C * * ® I 3 — l a b e l  l e d  a n t i b o d y  
c o - p e l l e t e d  w i t h  a / F P V / R  b u t  n o t  B / L e e  when I n c u b a t e d  w i t h  
v i r u s  an d c e n t r i f u g e d  t h r o u g h  a 107. s u c r o s e  c u s h i o n .
3 .  R a b b i t  a n t i - m o u s e  I g G  ( F a b  s p e c i f i c )  ( R A M - F a b ) .  N o r d i c  
I m m u n o l o g i c a l  L a b o r a t o r i e s  L t d . ,  M a i d e n h e a d ,  U K .
C e l l s .  B H K - 2 1  c e l l s  w e r e  a  g i f t  f r o m  D r .  J . M u r p h y  ( W a r w i c k )  a n d  
L - c e l l s  w e r e  p r o v i d e d  b y  D r .  M . A . M c C r a e  ( W a r w i c k ) .
C h e m i c a l s .  m^GpppAm -  P L B i o c h e m i c a l s  L t d .  R i b o n u c l e o s i d e
t r i p h o s p h a t e s ,  Ap G an d m e l l t t l n  -  S i g m a ,  P o o l e ,  D o r s e t ,  U K .  
N P 40  -  BDH C h e m i c a l s  L t d . ,  P o o l e ,  U K .  S c i n t i l l a t i o n  f l u i d  -  
B e ck m a n  R 2 C ,  H i g h  Wyc om be,  U K .  R a d l o l a b e l l e d  c o m p o u n d s  -  
A m e rs ha m  I n t e r n a t i o n a l  p i c ,  A m e r s h a m ,  U K . .
E l e t r o p h o r e s i s  c o m p o n e n t s .  S p e c i a l l y  p u r e  a c r y l a m i d e  an d
b i s - a c r y l a m i d e  -  BDH.  N u c l e i c  a c i d  m a r k e r s  -  O l i g o  d T  l a d d e r ,  
B e t h e s d a  R e s e a r c h  L a b o r a t o r i e s  ( B R L )  ,  C a m b r i d g e  U K .
E n z y m e s .  RN a se  A  a n d  T1 -  S i g m a .  B a c t e r i a l  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  -  
A m e r s h a m .  T 4  p o l y n u c l e o t i d e  k i n a s e  “  B RL .
T i s s u e  c u l t u r e  m e d i a  an d s u p p o r t s .  F l o w  L a b o r a t o r l e s ,  I r v i n e ,  
S c o t l a n d .  S e r u m  -  G i b c o - B R L  L t d . ,  P a i s l e y ,  U K .
V i r u s e s .  P a r t i a l l y  p u r i f i e d  CPV wa s a  g i f t  f r o m  D r .  C . C . P a y n e ,
G C R I ,  L 11 1 1e h a m p t o n , U K .  R e o v i r u s  t y p e  3  s e e d - s t o c k  was a  g i f t  
f r o m  D r .  M . A . M c C r a e .
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1.  C E L L S
METH ODS  AND O P T I M I S A T I O N S
P r i m a r y  c h i c k  e m b r y o  f i b r o b l a s t s  w e r e  p r e p a r e d  b y  t h e  m e t h o d  o f  
M o r s e r  e t  al_.  ( 1 9 7 3 ) .  P l a s t i c  P e t r i  d i s h e s  <5 cm d i a m e t e r )  w e r e  
s e e d e d  w i t h  e i t h e r  9  x 1 0 *  o r  3  x 10 * c e l l s / d i s h  i n  3  ml o f  
med ium a n d  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  u n t i l  c o n - f l u e n t .  R o l l e r  b o t t l e s  w e r e  
s e e d e d  w i t h  2  x 10 ®  c e l l s  i n  2 0 0  ml o f  m e d iu m  t o  b e  c o n f l u e n t  t h e  
f o l l o w i n g  d a y .
B H K - 2 1  c e l l s  w e r e  p r o p a g a t e d  i n  G l a s g o w  M o d i f i e d  E a g l e ' s  M e d i u m  
c o n t a i n i n g  57. N C S , g l u t a m i n e  ( 4  mM> an d p e n i c i l l i n  ( l O O  u n i t s / m l )  
an d s t r e p t o m y c i n  ( l O O p g / m l )  ( G M E M / N C S ) . 5  cm d i s h e s  s e e d e d  w i t h  
2 . 5  x 1O *  c e l l s  a n d  9 cm d i a m e t e r  d i s h e s  s e e d e d  w i t h  5  x 10 * 
c e l l s  w e r e  c o n f l u e n t  t h e  f o l l o w i n g  d a y .
2 .  I N F L U E N Z A  V I R U S  S T R A I N S  AND T H E I R  P R O P A G A T I O N
Tw o i n f l u e n z a  A  v i r u s e s  w e r e  u s e d :  A / F P V / R o s t o c k / 3 4  ( H 7 N 1 ) ( F P V / R )  
an d ( F P V / R h . P R / 8 n > ,  a r e a s s o r t a n t  v i r u s  s e l e c t e d  f r o m  t i s s u e  
c u l t u r e  m e d i u m  p r o d u c e d  b y  H . P . T a y l o r  b y  c o i n f e c t i o n  o f  C E F  w i t h  
FP V / R  a n d  A / P u e r t o  R i c o / 8 / 3 4  ( H 1 N 1 ) ( A / P R / B )  ( T a y l o r  a n d  D i m m o c k ,
1 9 8 5 ) .  A  s m a l l  p l a q u e  w a s  p i c k e d ,  p l a q u e  p u r i f i e d  t w i c e  o n  C E F  
m o n o l a y e r s  a n d  t h e n  g r o w n  i n  e g g s .  T h i s  w a s  n e u t r a l i s e d  
e f f i c i e n t l y  b y  a n t i - H 7  m o n o c l o n a l  a n d  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  a n d  
i t s  n e u r a m i n i d a s e  a c t i v i t y  w a s  i n h i b i t e d  b y  a  m o n o c l o n a l  a n t i - N A  
s p e c i f i c  f o r  t h e  NA o f  P R / B .  H e n c e ,  t h e  d e s i g n a t i o n  o f  t h e  
r e a s s o r t a n t  a s  <FPV/ R m . P R / B n ) .
I n f l u e n z a  v i r u s e s  w e r e  g r o w n  i n  e g g s  b y  i n o c u l a t i n g  a p p r o x i m a t e  1 y 
, 0 S  p l a q u e  f o r m i n g  u n i t s  < p fu >  i n t o  t h e  a l l a n t o i c  c a v i t y  o f
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11- d a y  e m b r y o n a t e d  h e n ' s  e g g s  an d i n c u b a t i o n  f o r  2 0  h o u r s  a t  37 °C 
( F P V / R )  o r  3 6  h o u r s  a t  3 3 °C  ( r e a s s o r t a n t )  . E g g s  w e r e  c h i l l e d  a t  
4°C i o r  4 - 1 6  h o u r s  and t h e  a l l a n t o i c  f l u i d  h a r v e s t e d  a n d  
c l a r i f i e d  b y  l o w —s p e e d  c e n t r i f u g a t i o n .  V i r u s  w as  p u r i f i e d  f r o m  
a l l a n t o i c  f l u i d  a s  d e s c r i b e d  b e l o w  o r  a l i q u o t s  w e r e  s n a p  f r o z e n  
an d s t o r e d  a t  — 7 0 ° C  a s  v i r u s  s t o c k .
3 .  P U R I F I C A T I O N  OF  EGG-GROWN I N F L U E N Z A  V I R U S
T h e  p r o c e d u r e  d e s c r i b e d  b y  K e l l y  a n d  Di mm ock  ( 1 9 7 4 )  w a s  f o l l o w e d  
a n d  a l l  p r o c e d u r e s  w e r e  a t  4 ° C .  C l a r i f i e d  a l l a n t o i c  f l u i d  was 
c e n t r i f u g e d  a t  7 5 , 0 0 0 g  f o r  9 0  m i n .  T h e  r e s u l t i n g  p e l l e t s  w e r e  
s o a k e d  u n d e r  P B S  o v e r n i g h t ,  r e s u s p e n d e d  an d c l a r i f i e d  a t  low 
s p e e d .  T h e  s u p e r n a t a n t  was l o a d e d  o n t o  a SO ml 1 3 - 4 5 %  (w/v> 
l i n e a r  s u c r o s e  g r a d i e n t  i n  10 mil T r  i s ,  pH 7 . 4  a n d  I S O  mM N a C l  
( T N > an d s p u n  a t  6 0 , 0 0 0 g  f o r  9 0  m i n .  T h e  v i s i b l e  v i r u s  b a n d  was 
c o l l e c t e d  a n d  d i l u t e d  t o  2 5  ml  w i t h  PB S  an d l o a d e d  o n t o  a  3 0 -7 0 7 .  
( w / v )  l i n e a r  s u c r o s e  g r a d i e n t  i n  T N  a n d  c e n t r i f u g e d  f o r  16 h o u r s  
a t  6 0 , 0 0 0 g .  T h e  v i r u s  b a n d  w a s  c o l l e c t e d ,  d i l u t e d  t o  4 5  ml w i t h  
PB S  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  7 S , O O O g  f o r  9 0  m i n .  T h e  p e l l e t  was s o a k e d  
o v e r n i g h t  i n  P B S ,  r e s u s p e n d e d  a n d  s t o r e d  a s  a l i q u o t s  a t  - 7 0  C .
4 .  P R E P A R A T I O N  O F  R A D I O L A B E L L E D  I N F L U E N Z A  V I R U S E S  
( a )  C3 —S 1- m e t h i o n i n e - l a b e l  l e d  v i r u s
C E F  m o n o l a y e r s  i n  r o l l e r  b o t t l e s  w e r e  w a s h e d  w i t h  P B S  a t  3 7 ° C  a n d  
i n o c u l a t e d  w i t h  0 . 1  p f u  o f  v i r u s / c e l l  i n  10 ml p e r  b o t t l e  o f  GMEM 
c o n t a i n i n g  1% N C S  an d l / 1 0 t h  n o r m a l  m e t h i o n i n e  < 0 . 1 *  m e t h i o n i n e )  
c o n c e n t r a t i o n .  A f t e r  a d s o r p t i o n  f o r  1 h o u r  a t  3 7 ° C ,  4 0  ml o f  t h e  
same m e d iu m  w a s  a d d e d  w i t h  l m C i  o f  C S  ] — m e t h i o n  i n e  an d
9i n c u b a t i o n  c o n t i n u e d  f o r  2 4  h o u r s .  N o t e  t h a t  t h e  c e l l s  w e r e  
i n c u b a t e d  i n  O . l x  m e t h i o n i n e  m e d i u m  f r o m  i n o c u l a t i o n  a s  i t  w a s  
f o u n d  t h a t  i n c u b a t i o n  i n  t h i s  m e d i u m  ■for 24  h o u r s  p r i o r  t o  
i n o c u l a t i o n  ( D a v e y ,  1 9 8 4 ;  T a y l o r ,  1 9 8 6 )  r e s u l t e d  i n  l o w e r  y i e l d s  
o f  v i r u s  w i t h  t h e  same s p e c i f i c  r a d i o a c t i v i t y  ( T a b l e  3 ) .
V i r u s  wa s p u r i f i e d  b y  t h e  m e th o d  o f  Dim moc k e t  a l .  ( 1 9 7 7 )  b u t  
u n l a b e l l e d  c a r r i e r  v i r u s  was n o t  a d d e d .  A l l  p r o c e d u r e s  w e r e  a t  
4 °C  u n l e s s  i n d i c a t e d  o t h e r w i s e .  C e l l  d e b r i s  w a s  r e m o v e d  f r o m  
t i s s u e  c u l t u r e  m ed ium  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  l , O O O g  f o r  10 m i n u t e s .  
T r i s - H C l ,  p H  7 . 6  w as  a d d e d  ( f i n a l  c o n c e n t r a t  i o n  2 0  mM> t o  b u f f e r  
t h e  m e d iu m  a n d  ( N H ^ > aS 0 ^  a d d e d ,  t o  g i v e  a  607. s a t u r a t e d  s o l u t i o n ,  
w i t h  s t i r r i n g  on  i c e .  T h e  p r e c i p i t a t e  w as  c o l l e c t e d  b y  
c e n t r i f u g a t i o n  a t  2 0 , 0 0 0 g  f o r  2 0  m i n ,  r e s u s p e n d e d  i n  8  ml o f  P B S ,  
an d l o a d e d  o n t o  a 3 5  ml 15 -4 5 7 .  l i n e a r  s u c r o s e  g r a d i e n t .  A f t e r  
c e n t r i f u g a t i o n  a t  9 0 , 0 0 0 g  f o r  9 0  m i n ,  t h e  g r a d i e n t  was 
f r a c t i o n a t e d  i n t o  2  ml a l i q u o t s  a n d  a s s a y e d  f o r  r a d i o a c t i v i t y  and 
h a e m a g g l u t i n i n .  T h e  f r a c t i o n s  w h e r e  t h e  p e a k s  o f  t h e s e  a c t i v i t i e s  
c o i n c i d e d  w e r e  p o o l e d  an d d i l u t e d  t o  4 5  ml i n  P B S .  T h e  v i r u s  w as  
p e l l e t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  7 5 , O O O g  f o r  9 0  m i n u t e s ,  r e s u s p e n d e d  
i n  P B S ,  a l i q u o t e d  a n d  s t o r e d  a t  — 7 0  C .
( b )  C * * P J - l a b e l  l e d  v i r u s
C o n f l u e n t  C E F  m o n o l a y e r s  i n  r o l 1 e r  b o t t l e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  24 
h o u r s  i n  p h o s p h a t e - f  r e e  GMEM ( G M E M - P )  /17.  N C S .  T h e  c e l l s  w e r e  
w a s h e d  i n  PB S  a n d  10 ml o f  G M E M - P / O .  17. NCS  c o n t a i n i n g  1 p f u / c e l l  
a d d e d  t o  e a c h  b o t t l e .  A f t e r  i n c u b a t i o n  f o r  6 0  m i n u t e s  a t  3 7 ° C  a 
f u r t h e r  4 0  ml  o f  m e d iu m  a n d  5 m C i  o f  C * * P 1- o r  t  h o p  h o s p  ha t e  w e r e  
a d d e d .  F o l l o w i n g  i n c u b a t i o n  f o r  2 4  h o u r s ,  v i r u s  wa s p u r i f i e d  b y  a 
m e t h o d  s i m i l a r  t o  t h a t  d e s c r i b e d  f o r  C * " s i - m e t h i o n i n e  l a b e l l e d
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T a b l e  3 :  C o m p a r i s o n  o f  l a b e l l i n g  r e g i m e s  f o r  p r o d u c t i o n  o f  
C3 " S 3 - m e t h i o n i n e  v i r u s
________ P u r i f i e d  v i r u s ______________
T C A - i n s o l u b l e  S p e c i f i c
I n c u b a t i o n  i n  1ow H A U/ m l r a d i o a c t i v i t y  r a d i o a c t i v i t y
m e t h i o n i n e  m e d iu m  < x l O ~  ) (cp m  x 10-  )
(c p m / H A U  x I Q  J > _____________________________________________________________________
F r o m  2 4  h  p r i o r  2 . 2  4 . 1  1 . 9
t o  i n o c u l a t i o n
F r o m  i n o c u l a t i o n  2 0 . 0  4 1 . 1  2 . 1
o n l y
R e a s s o r t a n t  v i r u s  w a s  g r o w n  i n  r o l l e r  b o t t l e s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
[ “ s  3 - m e t h i o n i n e .  B o t h  r o l l e r  b o t t l e s  w e r e  s e e d e d  w i t h  2  x 10® 
C E F  c e l l s  a n d  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  3 7 ° C .  T h e  m e d i u m  o f  o n e  was 
c h a n g e d  t o  l o w  m e t h i o n i n e  GMEM w i t h  1’/. N C S  a n d  t h e  o t h e r  
199/17.  N C S .  A f t e r  a  f u r t h e r  2 4  h  i n c u b a t i o n  b o t h  r o l l e r  b o t t l e s  
w e r e  i n o c u l a t e d  a n d  i n c u b a t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  t e x t .
v i r u s .  T h e  p r o t o c o l  v a r i e d  i n  t h a t  t h e  c o n c e n  t r  a t  i o n  o f  NCS was 
a d j u s t e d  t o  IV. b e f o r e  ( N H ^ )  a S 0 ^  p r e c i p i t a t i o n  t o  p r o v i d e  c a r r i e r  
p r o t e i n  an d v i r u s  w a s  c o n c e n t r a t e d  f r o m  s u c r o s e  g r a d i e n t  
f r a c t i o n s  b y  a  s e c o n d  ( N H ^ J ^ S O ^  p r e c i p i t a t i o n  i n  an e n d e a v o u r  t o  
m a i n t a i n  i n f e c t i v i t y .  T h e  s e c o n d  ( N H ^ i ^ S O ^  p r e c i p i t a t e  was 
r e s u s p e n d e d  i n  1 m l  o f  P B S ,  d i a l y s e d  o v e r n i g h t  a g a i n s t  PBS and 
s t o r e d  i n  a l i q u o t s  a t  - 7 0 ° C .
5 .  P U R I F I C A T I O N  O F  I g G  FROM A S C I T I C  F L U I D  OR SERUM BY P R O T E I N  
A - S E P H A R O S E  CH ROMATOGRAPHY
A s c i t i c  f l u i d  o r  s e r u m  wa s d i l u t e d  1/ 2  i n  b i n d i n g  b u f f e r  (SO mM 
T r i s - H C l ,  pH 8 . 0 ,  I S O  mM N a C l )  a n d  p a s s e d  S  t i m e s  t h r o u g h  a 
c o l u m n  o f  p r o t e i n  A - s e p h a r o s e  i n  t h e  sa m e  b u f f e r .  T h e  c o l u m n  was 
w a s h e d  w i t h  b i n d i n g  b u f f e r  u n t i l  t h e  a b s o r b a n c e  a t  2B 0 nm ( o > 
o f  t h e  e l u a t e  w a s  l e s s  t h a n  0 . 1 .  I g G  w a s  e l u t e d  w i t h  p H  3 . 0  
b u f f e r  ( 1 5 0  mM N a C l  a d j u s t e d  t o  pH 3 . 0  w i t h  a c e t i c  a c i d ) .  
F r a c t i o n s  o f  e l u a t e  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  t h e  A j > o  m e a s u r e d .  
I g G - c o n t a i n i n g  f r a c t i o n s  w e r e  p o o l e d  a n d  t h e  p H  a d j u s t e d  t o  7 . 0  
b y  a d d i t i o n  o f  0 . 1  M N a OH .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  I g G  was 
d e t e r m i n e d  (1  A j M u  u n i t  *  1 . 3 4  m g/ml> a n d  t h e  I g G  a l i q u o t e d  and 
s t o r e d  a t  - 7 0 ° C .  C o l u m n s  w e r e  r e a d j u s t e d  t o  p H  8 . 0  b y  w a s h i n g  i n  
b i n d i n g  b u f f e r  a n d  s t o r e d  a t  4 ° C .
6 . P R O D U C T I O N  O F  F a b  FR A G M EN TS  FROM I g G
A m o d i f i c a t i o n  ( A . S . C a r v e r ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  o f  t h e  m e th o d  
o f  H u d s o n  an d H a y  ( 1 9 8 0 )  w a s  f o l l o w e d .
I g G  ( S — 10 m g / m l )  w a s  i n c u b a t e d  w i t h  p e p s i n  (1  mg p e p s i n / 2 5  mg o f  
I g G )  f o r  16 h o u r s  a t  3 7 ° C  i n  7 0  mM s o d i u m  a c e t a t e - a c e t i c  a c i d .
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T r a c k  n u m b e r 
2  3  4  5  6
F i g u r e  17* P AG E a n a l y s i s  o f  Fab' , F C a b ' ) ^  a n d  I g G
HC61 ( a n t i - H 7 >  m o n o c l o n a l  I g G  a n d  f r a g m e n t s  w e r e  a n a l y s e d  u n d e r  
n o n - r e d u c i n g  c o n d i t i o n s  a n d  s t a i n e d  w i t h  c o o m a s s i e  b r i l l i a n t
b l u e .
Key*
1. I g G 4 0 «0
2 ., F  <ab '  > a 4 0 UQ
3., F ( a b  '  ) M 12 UQ
4., F ( a b  '  )  a 4 UQ
3., F a b  p r e p a r a t i o n 23 W0
6 .. F a b  p r e p a r a t i o n 5 0 wg
T h e  q u a n t i t y  o f  F ( a b ' )  i n t h e F a b
1 2 / 30  tor 1 / 4  ( c o m p a r e  t r a c k s  3 and
j u d g e d  t o  b e
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pH 4 . 0 .  ( S t o c k  b u H e r  p r e p a r e d  b y  m i x i n g  18 ml 0 . 2  M s o d i u m  
a c e t a t e  a n d  0 . 2  li a c e t i c  a c i d ) .  T h e  s o l u t i o n  wa s a d j u s t e d  t o  
pH 8 . 0  b y  a d d i t i o n  o T  NaOH (1 M) an d p a s s e d  t h r o u g h  a p r o t e i n  
A - s e p h a r o s e  c o l u m n  t o  r e m o v e  F c  an d u n d i g e s t e d  I g G .  C y s t e i n e  
(2 0  mil) w a s  a d d e d  t o  r e d u c e  F ( a b  >a a n d  t h e  m i x t u r e  i n c u b a t e d  a t  
3 7 ° C  T o r  2  h o u r s .  T h e  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  wa s m e a s u r e d  <1 A =—o  
u m t = 1 . 3 4  m g / m l )  ,  c y t o c h r o m e  c  a d d ed  t o  0 . 5  mg/ ml an d t h e  
s o l u t i o n  d i a l y s e d  T o r  16 h o u r s  a g a i n s t  1 / 1 0  PB S  a t  4 °C  t o  re m o v e  
c y s t e i n e .  T h e  F a b  p r e p a r a t i o n  was a l i q u o t e d ,  l y o p h i l i s e d  an d 
s t o r e d  a t  - 7 0 ° C .  P r i o r  t o  u s e  a l i q u o t s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  1 /1 0 
o r i g i n a l  v o l u m e  o T  w a t e r .
F i g u r e  17 s h o w s  t h e  p r o d u c t s  o T  o n e  F a b  p r e p a r a t i o n .  F ( a b > a w e r e  
s t i l l  p r e s e n t  ( a p p r o x i m a t e l y  1/ 4  o T  t h e  t o t a l  p r o t e i n ,  j u d g e d  b y  
e y e ) .  F ( a b ’ ) a  may b e  p r e s e n t  b e c a u s e  o T  r e a s s o c i a t i o n  o T  F a b  
T r a g m e n t s  a - ? t e r  r e m o v a l  o T  c y s t e i n e  o r  b e c a u s e  r e d u c t i o n  was 
i n c o m p l e t e .  ( R e a s s o c ì a t i o n  c a n  b e  p r e v e n t e d  b y  a l k y l a t i o n  w i t h  
i o d o a c e t a m i d e  ( H u d s o n  a n d  H a y ,  1 9 8 0 ) ) .
7 .  N E U T R A L I S A T I O N  AS S A Y S
R e s i d u a l  i n T e c t i v i t y  o T  a n t i b o d y - t r e a t e d  v i r u s  was a s s a y e d  b y  
p l a q u e  t i t r a t i o n  i n  C E F  c e l l s .  D i l u t i o n s  o T  v i r u s - a n t i b o d y  
m i x t u r e s  ( 1 0 0  p i )  w e r e  i n o c u l a t e d  o n t o  c o n T l u e n t  m o n o l a y e r s ,  
i n c u b a t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  T o r  1 h o u r  a n d  o v e r l a y e d  w i t h  199 
m e d iu m  c o n t a i n i n g  0 . 9 7 .  a g a r ,  17. NCS a n d  a n t i b i o t i c s .  P l a t e s  w e r e  
i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  T o r  2 - 3  d a y s  a n d  p l a q u e s  s t a i n e d  w i t h  n e u t r a l  
r e d  i n  P B S  T o r  2 - 3  h o u r s  a t  3 7 ° C .
T r a n s c r i p t a s e  a c t i v i t y  a n d  u n c o a t i n g  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  
u s i n g  B H K - 2 1  c e l l s .  H o w e v e r ,  t h e  n e u t r a l i s a t i o n  t i t r e  w as
9 5
T a b l e  4 1 N e u t r a l i s a t i o n  t i t r e  o* FP V / R  i n  C E F  o r  B H K - 2 1  c e l l s
virus
Non-neutralised virus (p4u/»l)“ 
Neutralised virus <pfu/ml>* 
Neutralisation titre (%)
C E F
1.1 m 10*° 
3 . 6  n 1 0 '  
9 9 . 4 7
B H K - 2 1 *
3 . 3 m 10 *  
4 . 1  m 1 0 '  
9 8 . 8 3
a .  I n j e c t i v i t y  t i t r a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  f o r  C E F  
c e l l s  e x c e p t  t h a t  t h e  o v e r l a y  Mas GMEM c o n t a i n i n g  0 . 9 X  a g a r  
a n d  a n t i b i o t i c s  b u t  n o  N C S ,  a n d  t h e  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  
3  d a y s  a t  3 7 ° C .
b .  N o n - n e u t r a  1 i s i n g  a n t i b o d y  M a s  n o n - s p e c i f i c  m o n o c l o n a l  I g G  
( 1 8 3 / 1 ) .
c .  N e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y  M as a n t i - H 7  m o n o c l o n a l  I g G  <HC2>.
e s s e n t i a l l y  t h e  sam e whe n a s s a y e d  i n  C E F  an d B H K - 2 1  c e l l s ,  t h o u g h  
B H K —2 1  c e l l s  a p p a r e n t l y  p r o v i d e  a l e s s  s e n s i t i v e  a s s a y  o f  
i n j e c t i v i t y  ( T a b l e  4 ) .  P l a q u e s  d e v e l o p e d  f a s t e r  u s i n g  C E F  c e l l s i  
F P V / R  p l a q u e s  w e r e  v i s i b l e  i n  2 - 3  d a y s  an d ( F P V / R . P R / 8 )  v i r u s  
p l a q u e s  w e r e  v i s i b l e  a f t e r  3 - 3  d a y s .  P l a q u e s  t o o k  a p p r o x i m a t e l y  
2  d a y s  l o n g e r  t o  a p p e a r  u s i n g  B H K - 2 1  c e l l s  an d C E F  c e l l s  w e r e  
t h e r e f o r e  m ore c o n v e n i e n t .
0 .  D E T E R M I N A T I O N  OF  T C A - I N S O L U B L E  R A D I O A C T I V I T Y
W h a t m a n  N o . 1 f i l t e r  p a p e r  d i s c s  ( 2 5  mm d i a m e t e r )  w e r e  s p o t t e d  
w i t h  s a m p l e s  (m a x im um  v o l u m e  3 0  u l ) a n d  i m m e rs ed  i n  10% T C A  h e l d  
on  i c e  ( 1 0  ml p e r  f i l t e r ) .  F i l t e r s  w e r e  w a sh e d  f o u r  t i m e s  f o r  
10 m i n u t e s  w i t h  10% T C A  on  i c e ,  t w i c e  f o r  1 m i n u t e  w i t h  e t h a n o l  
a n d  a i r  d r i e d .  F i l t e r - b o u n d  r a d i o a c t i v i t y  was d e t e r m i n e d  by 
s c i n t i l l a t i o n  c o u n t i n g .  I n  some  d e t e r m i n a t i o n s  t h e  s e c o n d  wash 
w a s  c a r r i e d  o u t  a t  1 0 0 ° C  t o  h y d r o l y s e  RNA.
9 .  I N F L U E N Z A  V I R U S  T R A N S C R I P T I O N  1 ^  V I T R O  
( a )  A s s a y  f o r  e l o n g a t i o n  a c t i v i t y
T h e  c o n d i t i o n s  u s e d  w e r e  b a s e d  on  a s s a y s  f o r  e l o n g a t i o n  a c t i v i t y  
u s i n g  A p G  ( P l o t c h  a n d  K r u g ,  1 9 7 7 ) ,  mRNA ( B o u l o y  e t  a  1 . ,  1 9 7 8 )  an d
c a p  a n a l o g u e s  ( P e n n  a n d  M a h y ,  1 9 8 4 )  a s  p r i m e r s .  R e a c t i o n  
c o n d i t i o n s  a r e  g i v e n  i n  T a b l e  3 .  T h e  m i x t u r e s  w e r e  ma d e  up  on 
i c e ,  v i r u s  b e i n g  a d d e d  l a s t ,  a n d  t r a n s c r i p t l o n  s t a r t e d  b y  r a i s i n g  
t h e  t e m p e r a t u r e  t o  3 0 ° C .  T o  m o n i t o r  r e a c t i o n s ,  a l i q u o t s  w e r e  
a s s a y e d  f o r  T C A - i n s o l u b l e  r a d i o a c t i v i t y .
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T h e  o p t i m u m  c o n c e n t r a t i o n  o f  m e l i t t i n  u s e d  t o  a c t i v a t e

t r a n s c r i p t i o n  i n s t e a d  o f  d e t e r g e n t  was 10 0 p g / m l  f o r  b o t h
( F P V / R . P R / 8 )  v i r u s  i n  t h e  a b s e n c e  o f  a n t i b o d y  ( F i g u r e  1 0 )  and
F P V / R  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  n o n - s p e c i f i c  I g G  ( F i g u r e  1 9 ) .  T h i s  i s
t h e  sam e a s  t h e  o p t i m u m  f o r  VSV  ( W i t t  e t  a l . .  1 9 0 1 )  a n d  a v i a n
r e t r o v i r u s e s  ( B o o n e  a n d  S k a l k a ,  1 9 8 0 ) .  W i t t  e t  a  1 .  ( 1 9 8 1 )  n o t e d
t h e  n a r r o w  r a n g e  o f  c o n c e n t r a t i o n  o v e r  w h i c h  m e l i t t i n
p e r m e a b l 1 i s e d  V S V ,  b u t  wh e n  a n a r r o w e r  r a n g e  o f  m e l i t t i n  was
t i t r a t e d  100 u g / m l w as  s t i l l  o p t i m u m  f o r  a c t i v a t i o n  o f  i n f l u e n z a
v i r u s  ( F i g u r e  2 0 ) .  B o o n e  a n d  S k a l k a  ( 1 9 8 0 )  s t a t e  t h a t
t r a n s c r i p t a s e  a c t i v i t y  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  wa s 3 - f o l d  h i g h e r  when
a c t i v a t e d  b y  m e l i t t i n  t h a n  b y  N P 4 0 .  When N P 40  a n d  m e l i t t i n  w e r e  
i n f l u e n z a  v i r u s
c o m p a r e d , A t r a n s c r i p t a s e  a c t i v i t y  wa s a l w a y s  h i g h e r  whe n N P 40  was 
u s e d  ( T a b l e  6 ) ,  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  N P 40  u s e d  b y  
B o o n e  an d S k a l k a  ( 1 9 8 0 )  w a s  s u b - o p t i m a l .
T h e  R N a s e  i n h i b i t o r  b e n t o n i t e  i m p r o v e d  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  
r a d i o a c t i v i t y  i n t o  m a c r o m o l e c u l e s  ( F i g u r e  2 1 )  a n d  w a s  I n c l u d e d  i n  
r e a c t i o n s  c o n t a i n i n g  N P 4 0 .  M e l i t t i n  d i d  n o t  a c t i v a t e  
t r a n s c r i p t i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  b e n t o n i t e .
( b )  A s s a y s  f o r  i n i t i a t i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  t r a n s c r i p t i o n
R e a c t i o n  c o n d i t i o n s  w e r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  d e s c r i b e d  f o r  
e l o n g a t i o n  a s s a y s  c o n t a i n i n g  N P 40  a n d  mRNA p r i m e r ,  b u t  t h e  o n l y  
r i b o n u c l e o s i d e  t r i p h o s p h a t e  I n c l u d e d  w a s  C * * P 3 — G T P  ( P l o t c h  e t  
a l . ,  1 9 8 1 )  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  2 0  p C i  p e r  3 0  p i  r e a c t i o n  
<1 pM> . A t  l e a s t  2 . 5  n 1 0 *  HAU o f  v i r u s  p e r  r e a c t i o n  w e r e  
r e q u i r e d  t o  g i v e  d e t e c t a b l e  q u a n t i t i e s  o f  r a d  i o l a b e l l e d  
i n i t i a t i o n  p r o d u c t s ,  a s  s ho w n  i n  F i g u r e  2 2 ( a ) .  A  t i m e —c o u r s e  
d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  q u a n t i t y  o f  r a d i o l a b e 11e d  p r o d u c t  i n c r e a s e d  
o v e r  a p e r i o d  o f  2  h o u r s  ( F i g u r e  2 2 ( b ) )  b u t  a l l  s u b s e q u e n t
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m
X
E
1 0  3 0  1 OO 3 0 0  lOOO
M e l i t t i n  ( j j g / m l )
F i g u r s  I S i  T r a n s c r i p t a s s  a c t i v i t y  0 * < F P V / R . P R / 8 >  i n  t h s  p r « » « n c t
o*  m s l i t t i n  <1 0 - 1 0 0 0  « g / m l >
T r a n s c r i p t « « *  r * « c t i o n s  < 2 00  a i l )  c o n t a i n e d  3 x 10* HAU o-f 
< F P V / R . P R / 8 ) , 0 . 4  mn A p G ,  b u t  n o  b * n t o n i t * .  M s l i t t i n  Mas i n c l u d e d  
t h s  c o n c e n t r a t i o n  s h o w n .  T h a  T C A — i n s o l u b l s  r a d i o a c t 1v i t y  i n  
I S  u l  s a m p l e s  w as  d * t * r m i n * d  a n d  t h s  « t a n s  p l o t t a d .
/1 CO
ro
CD
X
M e l i t t i n  ( ^ i g / m l )
F i g u r e  19«  T r a m c r  i p  t a s e  a c t i v i t y  o f  < FP V/ R .P R / B >  i n  t h e  p r * i * n c i  
o f  m e l i t t i n  ( 1 0 - 1 0 0 0  u g / m l )  o r  N P 40  ( 0 . 2 S X )
T r a n t e r  i p  t a s e  r t a c t l o n t  <200 u l  > c o n t a i n e d  3 . 3  >« 10 HA U o f  
F P V / R ,  0 . 4  mil A p G ,  1 0 0  ug o f  I g G  f r o m  a p r e - i m m u n e  r a b b i t  
a n t i s e r u m  <U R1 7 > ,  b u t  n o  b e n t o n i t e .  E i t h e r  m e l i t t i n ,  a t  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  s h o w n ,  o r  NP 40 ( 0 . 2 3 X )  w as  u s e d  t o  a c t i v a t e  
t r a n s c r  i p t i o n .  T h e  m ean v a l u e s  f o r  t h e  T C A - i n s o l u b l e  
r a d i o a c t i v i t y  i n  d u p l i c a t e  13 u l  s a m p l e s  a r e  s h o w n .
1 C I
c*>
X
o
M e l i t t l n  Q j g / m l )
F i o u r .  2 0 .  T r  n i t e r  i p t . . .  « c t i v l t y  o f  F P V / R  I n  t h .  p r . p . n c .  o f  
m » 1 i  t t i n  < 5 0 - 2 2 3  u g / m 1)
C o n d i t i o n *  a s  4 o r  F i g u rm  1 9 ,  b u t  n o  r » * u l t *  ♦ o r  NP40 d i » r u p t t d
1 0 2
F i g u r a  2 1 i  E H t c t  o*  b a n t o n i t a  o n  i n c o r p o r a t i o n  o*  r a d i o a c t i v i t y  
i n t o  n a c r o m o l c c u l i s
T r a n t e r  i p t a s a  r t a c t i o n *  (2 0 0  t i l )  c o n t a i n e d  2 . 3  n 1 0 *  h a u  
( F P V / R . P R / 8 ) ,  7 . 3  pg o*  CPV mRNA,  N P 4 0  an d n o  R N a sa  i n h i b i t o r  
( • >  o r  b e n t o n i t e  a t  10 0 pg / m l ( O ) .  T h a  T C A - i n s o l u b l a  
r a d i o a c t i v i t y  i n  d u p l i c a t e  13 p i  samp  l a s  Mas d e t e r m i n e d  a n d  t h a  
mean v a l u e s  p l o t t a d .
( a )
H A U / r e a c t i o n  
2 3  2 5 0  2 5 0 0
<b>
120 6 0  3 0  15 0  m i n .
F i g u r e  22* P AG E a n a l y s i s  o f  i n i t i a t i o n  f r a g m e n t s
S e e  R e s u l t s  a n d  D i s c u s s i o n  S e c t i o n  1 f o r  a  d i s c u s s i o n  o f  t h e  s i z e  
o f  i n i t i a t i o n  f r a g m e n t s .
( a )  I n i t i a t i o n  r e a c t i o n s  c o n t a i n i n g  t h e o q u a n t i t i e s  o f  
< F P V / R . P R / 8 >  s h o w n  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 0 ° C  f o r  6 0  m i n u t e s .
<b> I n i t i a t i o n  r e a c t i o n s  c o n t a i n i n g  2 . 3  n 1 0 *  HA U o f  ( F P V / R . P R / 8 )  
w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 0°C  f o r  t h e  t i m e s  s h o w n .
T a b l e  6 :  C o m p a r i s o n  o-f t r a n s c r  i p t a s e  a c t i v i t y  o ^ «  i n f l u e n z a  v i r u s  
a c t i v a t e d  w i t h  NP 40 o r  m e l i t t i n
1 C 4
E x p t .
T C A — i n s o l u b l e
r a d i o a c t i v i t y  (c p m  x 1 0  *>
-------------------------------------— -------------------------------------  N P 40
N P 4 0  m e l i t t i n  m e l i t t i n
A 2 0 . 0  1 0 . 5  1 . 9
B 1 5 . 0  8 . 0  1 . 9
C 1 6 . 5  6 . 0  2 . 8
R e s u l t s  - for  E x p e r i m e n t  A a r e  s how n i n  F i g u r e  1 9 .  A l l  e x p e r i m e n t s  
i n c l u d e d  F P V / R ,  n o n - s p e c i f i c  I g G  a n d  e i t h e r  N P 4 0  (0.25*/. )  o r  
m e l i t t i n  (1 0 0  u g / m l > .
r e a c t i o n s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  6 0  m i n u t e s .
1 CD
A t  t h e  e n d  o f  t h e  r e a c t i o n  5 0  u l  o f  2 0  mfi T r  i s ,  pH 8 . 0 ,  3 0 0  mM 
L i C l ,  2  mM E D T A  ( 2 x  T L E > / 0 . 2 7 .  SDS wa s a d d e d  w i t h  C3 H 3 - 1 a b e 1 l e d
RNA t o  a c t  a s  a m a r k e r  f o r  t h e  r e c o v e r y  a n d  5  ug o f  y e a s t  t R N A  t o  
a c t  a s  c a r r i e r  i n  t h e  f o l l o w i n g  p u r i f i c a t i o n .  U n i n c o r p o r a t e d  
C3 3 P 3 - G T P  was r e m o v e d  b y  s p u n  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( M a n i a t i s  e t  
a l .  ,  1 9 8 2 )  u s i n g  S e p h a d e x  G2 5  i n  l x  T L E / 0 .  17. S D S .  Th e e l u a t e  was
p h e n o l  e x t r a c t e d  an d e t h a n o l  p r e c i p i t a t e d  a n d  t h e  q u a n t i t y  o f  
T C A - p r e c i p i t a b l e  t r i t i u m  r a d i o a c t i v i t y  wa s d e t e r m i n e d .  E q u a l  
q u a n t i t i e s  w e r e  l o a d e d  o n t o  s l a b  g e l s  o f  167.  a e r y  l a m i d e / 0 . 87. 
b i s a c r y l a m i d e  ( S a n g e r  an d C o u l s o n ,  1 9 7 8 )  a n d  e l e c t r o p h o r e s e d  
u n t i l  t h e  b r o m o p h e n o l  b l u e  m a r k e r  ha d m i g r a t e d  21 cm.
C e n t r i f u g a t i o n  o f  t h e  r e a c t i o n  p r o d u c t s  t h r o u g h  a s i n g l e  S e p h a d e x  
G 2 5  c o l u m n  w a s  s u f f i c i e n t  t o  r e m o v e  u n i n c o r p o r a t e d  r a d i o l a b e l ,  
b u t  e t h a n o l  p r e c i p i t a t i o n  r e m o v e d  l i t t l e  o f  t h e  u n i n c o r p o r a t e d  
C3 * P 3 - G T P  ( F i g u r e  2 3 ) .
1 0 .  GROWTH AND P U R I F I C A T I O N  OF R E 0 V I R U S E S
R e o v i r u s  t y p e  3 ( D e a r i n g  S t r a i n )  ( r e o v i r u s  3 )  w a s  g r o w n  i n  
L - c e l l s  i n  s u s p e n s i o n  c u l t u r e  a s  d e t a i l e d  b y  M c C r a e  ( 1 9 8 5 ) .
O c c l u d e d  c y t o p l a s m i c  p o l y h e d r o s i s  v i r u s  t y p e  1 (C P V)  p a r t i c l e s  
w e r e  p u r i f i e d  u s i n g  a  m o d i f i c a t i o n  ( M a r t e n s ,  1 9 7 9 )  o f  t h e  m e t h o d  
d e s c r i b e d  b y  M i u r a  e t  a l .  ( 1 9 6 8 ) .  P a r t i a l l y  p u r i f i e d  p o l y h e d r a
w e r e  w a s h e d  f o u r  t i m e s  i n  d e i o n i s e d ,  d i s t i l l e d  w a t e r  ( d d H ^ O )  and 
c o l l e c t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  4 , 0 0 0 g .  T h e  f i n a l  p e l l e t  w a s  
r e s u s p e n d e d  i n  0 . 2  M N a aC 0 3 - N a H C 0 3  b u f f e r ,  p H  1 0 . 8  an d i n c u b a t e d  
a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  5  m i n u t e s .  T h e  s u s p e n s i o n  was d i l u t e d  1/3 
w i t h  d d H ^ O ,  d e b r i s  p e l l e t e d  a t  4 , 0 0 0 g ,  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t
1C6
1 2  3 4
F i g u r s  23 «  P a g *  a n a l y s i s  o f  i n i t i a t i o n  r e a c t i o n  p r o d u c t s «  » H * c t  
o f  p u r i f i c a t i o n  b y  s p u n - c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y
An  i n i t i a t i o n  r e a c t i o n  m i x t u r e  ( 2 5 0  p i ) ,  e q u i v a l e n t  t o  5  s t a n d a r c  
r e a c t i o n s ,  c o n t a i n e d  13 x 10 * HAU o f  ( F P V / R . P R / 8 ) ,  3 3  pg o f  C P V  
mRN A,  2 0 0  u C i  o f  C « - * * P  3 - G T P , N P 40  an d b s n t o n i t s .  A f t s r  
i n c u b a t i o n  f o r  1 h o u r  a t  3 0 °C  SO i ll  s a m p l e s  w s r s  p u r l f i s d  a s  
f o l l o w s .
1 .  O i  l u t e d  t o  l O O  u l  w i t h  2x T L E / 0 . 2 7 .  S D S ,  p a s s e d  t h r o u g h  2 
S e p h a d e x  G 2 S  c o l u m n s ,  p h e n o l  e x t r a c t e d  a n d  s t h a n o l  
p r s c l p i t a t s d .
2 .  A s  1 ,  b u t  p a s s e d  t h r o u g h  a s i n g l e  S s p h a d s x  G2S c o l u m n .
3 .  D i l u t s d  t o  1 0 0  u l  w i t h  2x T L E / 0 . 2 '/ .  S D S ,  p h e n o l  e x t r a c t e d ,  
• t h a n o l  p r s c l p i t a t s d ,  r s s u s p s n d s d  a n d  r s p r s c  i p  i  t a t s d  w i t h  
s t h a n o l . 4
4 .  A s  3 ,  b u t  p r s c i p i t a t s d  o n l y  o n e s  w i t h  s t h a n o l .
1C7
l a y e r e d  o n t o  a 12 ml 10-50'/.  l i n e a r  s u c r o s e  g r a d i e n t  and 
c e n t r i f u g e d  a t  7 0 , 0 0 0 g ,  f o r  2  h o u r s  a t  4 ° C .  T h e  v i s i b l e  v i r u s  
b a n d  was c o l l e c t e d ,  d i l u t e d  1 i n  3 ,  and p e l l e t e d  b y 
c e n t r i f u g a t i o n  a t  8 5 , 0 0 0 g  f o r  2  h o u r s  a t  4 ° C .  T h e  p e l l e t e d  v i r u s  
p a r t i c l e s  w e r e  r e s u s p e n d e d  a f t e r  s o a k i n g  o v e r n i g h t  i n  a s m a l l  
v o l u m e  o f  d d H ^ D  a n d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  e s t i m a t e d  fr o m  t h e  
a b s o r b a n c e  a t  2 6 0  nm.
11 .  T R A N S C R I P T I O N  OF  R E O V I R U S  mRNA IN  V I T R O
R e o v i r u s  3  mRNA was t r a n s c r i b e d  u n d e r  c o n d i t i o n s  d e s c r i b e d  b y  
F u r u i c h i  a n d  S h a t k i n  ( 1976> a n d  d e t a i l e d  b y  M c C r a e  ( 1 9 8 5 )  w h i c h  
p r o d u c e  mRNA w i t h  c a p p e d  a n d  m e t h y l a t e d  5 '  t e r m i n i .
CP V mRNA w a s  s y n t h e s i z e d  b y  t h e  m e th o d  o f  S m i t h  a n d  F u r u i c h i  
( 1 9 8 0 ) .  F i g u r e  2 4  s h o w s  a c o m p a r i s o n  o f  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  
C 3H 1 - U T P  i n  t w o  r e a c t i o n  m i x t u r e s ,  b o t h  l a c k i n g  t h e  RN a se  
i n h i b i t o r  b e n t o n i t e  ( T a b l e  7 ) .  RNA s y n t h e s i s  w a s  o n l y  a p p r e c i a b l e  
i n  t h e  p r e s e n c e  o f  p r o t e i n a s e  K „  CPV i s  s t a b l e  t o  t h i s  e n z y m e ,  
b u t  r i b o n u c l e a s e s  a r e  d e s t r o y e d  a n d  t h e r e f o r e  l a c k  o f  d e t e c t a b l e  
mRNA s y n t h e s i s  i n  t h e  a b s e n c e  o f  t h i s  e n z y m e  w a s  a t t r i b u t e d  t o  
RN a se  c o n t a m i n a t i o n .  I n  a l l  s u b s e q u e n t  r e a c t i o n s  t h e  r e a c t i o n  
m i x t u r e  d e s c r i b e d  b y  S m i t h  a n d  F u r u i c h i  ( 1 9 8 0 )  wa s u s e d  i . e .  a s  
T a b l e  7 ( 1 )  b u t  i n c l u d i n g  b e n t o n i t e  a t  1 0 0  u g / m l .
12 .  E X T R A C T I O N  AND P U R I F I C A T I O N  OF  RNA
T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  RNA s a m p l e s  w as  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  
a b s o r b a n c e  a t  2 6 0  nm <A =fcc>> u s i n g  t h e  e q u a t i o n  1 u n i t  “
5 0  p g / m l . P u r i t y  o f  s a m p l e s  w a s  j u d g e d  b y  c a l c u l a t i n g  t h e  r a t i o


no
o f  A j s o  a n d  a b s o r b a n c e  a t  2 8 0  nm ( A a—o > . P u r e  RNA h a s  a n  
A a ^ o / A a - o  r a t i o  o i  g r e a t e r  t h a n  2 . 0 .  RNA was s t o r e y  f r o z e n  o r  
u n d e r  e t h a n o l  a t  - 2 0 ° C .  A l l  c o n t a i n e r s  u s e d  w e r e  e i t h e r  mad e o f  
g l a s s  a n d  b a k e d  a t  18 0 C f o r  a t  l e a s t  6  h o u r s  t o  i n a c t i v a t e  
r i b o n u c l e a s e s , o r  s t e r i l e  p l a s t i c .
(a> v RN A f r o m  p u r i f i e d  i n f l u e n z a  v i r u s
P u r i f i e d  i n f l u e n z a  v i r u s  w as  d i l u t e d  t o  1 x 10 * HA U/m l w i t h  T L E  
a n d  made 1V. f o r  5 D S .  T o  t h i s  wa s a d d e d  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  a 1: 1  
m i x t u r e  o f  r e d i s t i l l e d  p h e n o l  a n d  c h l o r o f o r m  s a t u r a t e d  w i t h  10 mM 
T r i s - H C l ,  pH 8 . 0 ,  1 5 0  mM N a C l  a n d  1 mil E D T A  ( p h e n o  1/c h  1 o r  o f  o r  m) .
T h e  m i x t u r e  wa s v o r t e x e d  an d t h e  p h a s e s  s e p a r a t e d  b y  
c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 3 , O O O g  f o r  3 0  s e c o n d s  i n  a  m i c r o c e n t r i f u g e .
T h e  u p p e r  a q u e o u s  p h a s e  w as  r e m o v e d  a n d  t h e  i n t e r f a c e  r e e x t r a c t e d  
w i t h  T L E / 1V. S D S .  A q u e o u s  p h a s e s  w e r e  p o o l e d  a n d  r e e x t r a c t e d  t w i c e  
w i t h  p h e n o l / c h l o r o f o r m .  P h e n o l  a n d  c h l o r o f o r m  w e r e  r e m o v e d  fr o m  
t h e  a q u e o u s  p h a s e  b y  e x t r a c t i o n  w i t h  e t h e r .  A f t e r  t h r e e  
e x t r a c t i o n s ,  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e  e t h e r  w a s  r e m o v e d  a n d  r e s i d u a l  
e t h e r  e v a p o r a t e d  b y  p a s s i n g  a  s t r e a m  o f  a i r  o v e r  t h e  s u r f a c e .  RNA 
w a s  c o l l e c t e d  b y  e t h a n o l  p r e c i p i t a t i o n :  L i C l  t o  2 0 0  mM a n d  2 . 5  
v o l u m e s  o f  a b s o l u t e  e t h a n o l  w e r e  a d d e d  a n d  t h e  r e s u l t i n g  m i x t u r e  
i n c u b a t e d  on  d r y  i c e  f o r  5  m i n u t e s  o r  a t  - 2 0 ° C  f o r  a t  l e a s t  
30  m i n u t e s .  P r e c i p i t a t e s  w e r e  p e l l e t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  
1 3 , 0 0 0 g  f o r  10 m i n  a t  4 ° C ,  w a s h e d  w i t h  BOV. e t h a n o l  a n d  r e p e l l e t e d  
t w i c e  t h e n  d r i e d  u n d e r  v a c u u m .
<b > E x t r a c t i o n  o f  RN A f r o m  i n f l u e n z a  i n i t i a t i o n  r e a c t i o n  m i x t u r e s
A f t e r  i n i t i a t i o n  r e a c t i o n  m i x t u r e s  ha d  b e e n  p a s s e d  t h r o u g h  
S v p h a d e x  G 2 5  c o l u m n s ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  SDS w a s  i n c r e a s e d  t o
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17. an d t h e  RNA e x t r a c t e d  a s  d e s c r i b e d  f o r  v R N A .
<c> mRNA fr o m  r e o v i r u s  RNA p o l y m e r a s e  r e a c t i o n  m i x t u r e s
R e o v i r u s  3 o r  C P V  p a r t i c l e s  w e r e  r e m o v e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n .  T h e  
s u p e r n a t a n t  w a s  e x t r a c t e d  o n c e  w i t h  w a t e r - s a t u r a t e d  p h e n o l ,  t h r e e  
t i m e s  w i t h  e t h e r  a n d  e t h a n o l  p r e c i p i t a t e d .  P e l l e t s  w e r e  
r e s u s p e n d e d  i n  T L E / O .  17. S D S  a n d  p u r i f i e d  b y  tw o  r o u n d s  o f  
c h r o m a t o g r a p h y  o n  S e p h a d e x  G 5 0  ( R e s u l t s  a n d  D i s c u s s i o n  S e c t i o n  I ,  
F i g u r e s  34 an d 3 5 ) .  C o l u m n s  w e r e  c a l i b r a t e d  u s i n g  b l u e  d e x t r a n  t o  
i d e n t i f y  t h e  v o i d  v o l u m e .  R e o v i r u s  mRNA* ha d  an  A 2 f c o / M O  r a t i o  
b e t w e e n  2 . 0 5  a n d  2 . 2 .
( d )  E x t r a c t i o n  o f  R N A  f r o m  B H K - 2 1  c e l l s
T h e  g u a n  i d  i n  i u m / C s C  1 m e t h o d  d e s c r i b e d  b y  M a m a t i s  e t  a 1.  ( 1 9 B 2 )
wa s u s e d .  B H K - 2 1  c e l l s  w e r e  s c r a p e d  f r o m  t i s s u e  c u l t u r e  d i s h e s  
i n t o  c o l d  P B S ( 1 . 5  m l / d i s h )  u s i n g  r u b b e r  p o l i c e m e n .  T h e  c e l l s  w e r e  
p e l l e t e d  a t  1 3 , O O O g  f o r  10 s e c o n d s  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  4 M 
g u a m d i m u m  i s o t h y o c y a n a t e  s t o c k  (1 m l / 1 0 7  c e l l s )  ( 4  M 
g u a n i d i n i u m  i s o t h y o c y a n a t e ;  5  mM s o d i u m  c i t r a t e ,  p H  7 . 0 ;  0 . 1 M 
P - m e r c a p t o e t h a n o l ;  0 . 5 7 .  s a r k o s y l ) .  T h e  m i x t u r e  w a s  l a y e r e d  o n t o  a 
3 . 5  ml  c u s h i o n  o f  5 . 7  M C s C l ,  0 . 1  mM E D T A  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  
1 1 0 , 0 0 0 g  f o r  1 6  h o u r s  a t  2 0 ° C .  T h e  RNA p e l l e t s ,  a n d  t h e r e f o r e  t h e  
s u p e r n a t a n t  w a s  a s p i r a t e d  a n d  t h e  p e l l e t s  r e s u s p e n d e d  b y  w a s h i n g  
t h e  t u b e  b o t t o m s  t w i c e  w i t h  10 mM T r i s - H C l ,  p H  7 . 6 ,  2 0 0  mM l _ i C l ,
5  mM E D T A  a n d  17. S D S .  T h e  RNA s o l u t i o n  w a s  e x t r a c t e d  o n c e  w i t h  a 
4 : 1  m i x t u r e  o f  c h l o r o f o r m  a n d  b u t a n o l ,  t h e  a q u e o u s  l a y e r  r e m o v e d ,  
a n d  t h e  o r g a n i c  p h a s e  r e e x t r a c t e d  w i t h  a q u e o u s  b u f f e r .  A q u e o u s
e p o o l e d  an d p r e c i p i t a t e d  w i t h  e t h a n o l .  T h e  meat
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1 3 .  R A D I O L A B E L L I N G  OF I N F L U E N Z A  V I R I O N  R N A  FOR US E A S  A 
H Y B R I D I S A T I O N  PROBE
5 '  OH g r o u p *  s u i t a b l e  f o r  l a b e l l i n g  w i t M  p o l y n u c l e o t i d e  k i n a s e  
w e r e  c r e a t e d  b y  p a r t i a l  a l k a l i n e  h y d r o l y s i s  o f  v i r i o n  RNA ( 2 . 3  
o g ) i n  l O O  mM N a C 0 3  a t  5 0 ° C  f o r  1 h o u r .  T h e  r e a c t i o n  wa s 
t e r m i n a t e d  b y  c o o l i n g  t h e  RNA s o l u t i o n  a n d  a d d i n g  T r i s - H C l ,  
p H  7 . 6  ( f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  2 0  mM> . T h e  v RN A f r a g m e n t s  w e r e  
e t h a n o l  p r e c i p i t a t e d ,  r e s u s p e n d e d  a n d  S '  e n d - l a b e l l e d  u s i n g  
p o l y n u c l e o t i d e  k i n a s e  an d C 8 * * P 3 - A T P  ( s e e  T a b l e  8 ) .  
r i a c r o m o l e c u l a r  c o n s t i t u e n t s  w e r e  s e p a r a t e d  b y  s p u n  c o l u m n  
c h r o m a t o g r a p h y ,  e t h a n o l  p r e c i p i t a t e d  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  w a t e r .
T h e  5 '  e n d s  o f  i n f l u e n z a  v i r i o n  R N A  h a v e  t h e  s t r u c t u r e  
5 ' p p p G U A . . .  ( Y o u n g  a n d  C o n t e n t ,  1 9 7 1 )  a n d  t w o  m e t h o d s  o f  c r e a t i n g  
S '  O H g r o u p s  w e r e  c o m p a r e d ,  n a m e l y  p a r t i a l  a l k a l i n e  h y d r o l y s i s  
a n d  d e p h o s p h o r y l a t i o n  u s i n g  b a c t e r i a l  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e .
F i g u r e  2 5  s h o w s  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  r a d i o a c t i v e  l a b e l  i n t o  v R N A  
p r e p a r e d  b y  t h e s e  m e t h o d s  a n d  t h e i r  a b i l i t y  t o  h y b r i d i s e  t o  t h e  
p r o d u c t s  o f  an  i_n v i t r o  i n f l u e n z a  v i r u s  t r a n s c r  i p t a s e  r e a c t i o n .  
M o r e  r a d i o a c t i v i t y  ( 3 . 3 - f o l d )  w as  i n c o r p o r a t e d  i n t o  
a l k a l i - d i g e s t e d  vR NA  an d t h i s  g a v e  a s t r o n g e r  s i g n a l  b y  d o t - b l o t  
h y b r i d i s a t i o n  t h a n  d e p h o s p h o r y l a t e d  v R N A .
1A . D O T - B L O T  H Y B R I D I S A T I O N  A N A L Y S I S  O F  RNA FROM I N F E C T E D  C E L L S
RNA e x t r a c t e d  f r o m  B H K - 2 1  c e l l s  w as  d e n a t u r e d  b y  t h e  m e th o d  o f  
W h i t e  a n d  B a n c r o f t  ( 1 9 8 2 ) ,  a p p l i e d  t o  n i t r o c e l l u l o s e  ( N T C )
l e m b r a n e s  h e l d  i n  a BRL d o t - b l o t  m a n i f o l d  a n d  h y b r i d i s e d  b y  a
1 13
T a b l e  0 :  C o m p o s i t i o n ®  o f  r e a c t i o n  m i x t u r e  T o r  5 '  e n d - l a b e l  1 i n g  
n u c l e i c  a c i d  w i t h  p o l y n u c l e o t i d e  k i n a s e  ( - f o r w a r d  
r e a c t i o n  >
( a )  4x r e a c t i o n  b u f f e r s  C o n c e n t r a t i o n
i n  4x  b u f f e r
T r i s - H C l ,  pH 7 . 6 2 4 0  mil
D T T 6 0  mPI
M g C l a 4 0  mrt
A T P 1 . 3 2  wn
4 x  r e a c t i o n  b u f f e r  w a s  made u p  o n  i c e  a n d  s t o r e d  a t  —2 0  C, 
(b> p o l y n u c l e o t i d e  k i n a s e  r e a c t i o n
V o l u m e  ( p i )
v R N A  ( 2 . 5  p g ,  a l k a l i  d i g e s t e d )  i n  H ^ O 10
4 x  r e a c t i o n  b u f f e r 6
C J * * P  D—A T P  2 0 u C i 2
T 4 p o l y n u c l e o t i d e  k i n a s e  ( 2 . 5  u n i t s / p i ) 2
H O 4
I n c u b a t i o n s  3 0  m i n u t e s ,  3 7 ° C .
• f r o m  B R L p r o d u c t  g u i d e .
1 1 4
F i g u r e  25s C o m p a r i s o n  o f  2  p r o t o c o l *  - for  e x p o s i n g .  S '  OH g r o u p s
p r i o r  t o  r a d i o l a b e l  1 i n g  vR NA  f o r  u s e  a s  h y b r i d i s a t i o n  
p r o b e
( a )  I n c o r p o r a t i o n  o f  r a d i o a c t i v i t y
T r e a t m e n t  o f  vRNA T o t a l  r a d i o a c t i v i t y
p r i o r  t o  r a d i o l a b e l l i n g  i n c o r p o r a t e d
(cpm x 1 0 " * > m
n o n e  0 . 1 6  
p a r t i a l  a l k a l i n e  h y d r o l y s i s  1 2 .2 0  
B A P - t r e a t m e n t *  3 . 4 7
( b )  C o m p a r i s o n  o f  h y b r i d i s a t l o n  e f f i c i e n c y !
D i l u t i o n s  o f  t r a n s c r i p t a s e  
r e a c t i o n  p r o d u c t s "  
a p p l i e d  t o  t h e  m e m b ra n e
A L K A L I BAP
N o t e s :
a .  R a d i o a c t i v i t y  w a s  d e t e r m i n e d  i n  s c i n t i l l a t i o n  f l u i d
b .  B a c t e r i a l  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  <BAP> t r e a t m e n t  w a s  c a r r i e d  o u t  
a s  d e s c r i b e d  b y  M a n i a t i s  e t  al_.  ( 1 9 8 2 )  u s i n g  S u n i t s  o f  e n z y m e  
( A m e r s h a m )  a t  6 S ° C  f o r  1 h o u r  i n  a v o l u m e  o f  1 0 0  p i .
c .  T h e  p r o d u c t s  o f  an  i_n. v i t r o  t r a n s c r  i p  t a s e  r e a c t i o n  w e r e  p h e n o l  
e x t r a c t e d ,  e t h a n o l  p r e c i p i t a t e d ,  d e n a t u r e d  (S O X  f o r m a m i d e ,
10 m i n u t e s ,  6 S ° C )  an d a p p l i e d  t o  n i t r o c e l l u l o s e .
1 1 5
m e th o d  b a s e d  on  M a n i a t l s  e t  a_l_. ( 1 9 8 2 ) .
T h e  N T C  m e m b ra n e  M a s  w a sh e d  i n  w a t e r , t h e n  i n  2 0 x  S SC  a n d  s e c u r e d  
i n  a m a n i f o l d  c o n n e c t e d  t o  a v a c u u m  p u m p .  RNA wa s d e n a t u r e d  i n  
SOX f o r m a m i d e  a n d  67. f o r m a l d e h y d e  i n c u b a t e d  a t  S S ° C  f o r  
I S  m i n u t e s .  T h i s  m e t h o d  was f o u n d  t o  b e  t h e  b e s t  o f  t h r e e  t e s t e d  
( F i g u r e  2 6 ) .  A f t e r  d e n a t u r a t i o n , t h e  RNA w as  c o o l e d  on  i c e  an 
e q u a l  v o l u m e  o f  2 0 x  S SC  a d d e d ,  a n d  t h e  s a m p l e s  a p p l i e d  t o  t h e  
m e m b ra n e .  T h e  f i l t e r  was b a k e d  f o r  2  h o u r s  u n d e r  v a c u u m  a t  8 0 °C  
a n d  t r a n s f e r r e d  t o  h y b r i d i s a t i o n  b u f f e r  ( 0 . 2  ml  o f  b u f f e r / c m *  o f  
m e m b ra n e )  w i t h o u t  p r o b e .  T h e  c o m p o s i t i o n  o f  h y b r i d i s a t i o n  b u f f e r  
i s  g i v e n  i n  T a b l e  9 .  T h e  h y b r i d i s a t i o n  b u f f e r  w as  d e g a s s e d  u n d e r  
v a c u u m  b e f o r e  u s e  a n d  a d d ed  t o  t h e  f i l t e r  c o n t a i n e d  i n  a  b a g .
C a r e  wa s t a k e n  t o  e x c l u d e  a i r  b e f o r e  s e a l i n g  t h e  b a g .  T h e  f i l t e r  
w as  i n c u b a t e d  a t  4 2 ° C  f o r  24  h o u r s  a n d  t h e n  3 / 4  o f  t h e  b u f f e r  
r e m o v e d .  T h e  RNA p r o b e  was b o i l e d  i n  w a t e r  ( 1 / 2 0  o f  t h e  r e t a i n e d  
v o l u m e  o f  h y b r i d i s a t i o n  b u f f e r )  f o r  2  m i n u t e s ,  c o o l e d  a n d  a d d e d  
t o  t h e  h y b r i d i s a t i o n  b u f f e r .  H y b r i d i s a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  f o r  
2 4 - 3 6  h o u r s  a t  4 2 ° C .  F i l t e r s  w e r e  w a s h e d  t h r e e  t i m e s  f o r  
5  m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  i n  2x  S S C  an d t h r e e  t i m e s  f o r  
2 0  m i n u t e s  i n  0 . 2 S x  S S C  a t  6 S ° C .  A f t e r  a i r - d r y i n g ,  f i l t e r s  w e r e  
a u t o r a d i o g r a p h e d  a t  — 7 0 ° C .
T r a n s c r i p t s  (RNA-*-) w i t h i n  c e l l s  w e r e  d e t e c t a b l e  a f t e r  3  h o u r s  
( F i g u r e  2 7 ) .  C e l l s  w e r e  a l s o  i n o c u l a t e d  w i t h  v a r i o u s  a m o u n t s  o f  
v i r u s .  ( F i g u r e  2 8 ) .  A  m u l t i p l i c i t y  o f  i n f e c t i o n  ( m o i )  o f  10 w as  
s u f f i c i e n t  t o  g i v e  d e t e c t a b l e  l e v e l s  o f  t r a n s c r i p t s  a f t e r  4 h o u r s  
a n d  i n c r e a s i n g  t h e  m oi  f r o m  10 t o  1 , 0 0 0  g a v e  o n l y  a  2 — f o l d  
i n c r e a s e  i n  t h e  r a d i o a c t i v i t y  b o u n d  t o  t h e  f i l t e r .
1 ! 6
F i g u r »  2 6 :  C o m p a r i s o n  o f m e t h o d s  f o r  d e n a t u r i n g  RNA 
DO T B L O T
i o n  o f  R N A
N o n -  
i n - f e c  t e d
BH K
c s l l u l a r
O W A *
Q U A N T I T A T I O N
D e n a t u r a t i o n
m e th o d
M e a n  r a d i o a c t i v i t y  b o u n d  
t o  l n f * c t » d  c s l l  RN A 
< 1 / 1  d i  I n . ) ( c p m  x 10  3 )
R a d i o a c t i v i t y  r e l a t i v e  
t o  f o r m a m i d e - d e n a t u r e d  
___________ s a m p l s s ____________
1 4 1 . 3  2 . 4
2 1 7 . 3  1 . 0
3 1 0 3 . 7  6 . 1
a .  D e n a t u r a t i o n  m e t h o d s )  1 .  5  m i n  a t  1 0 0 ° C  <RNA i n  H 0> ;  2 .  307. 
f o r m a m i d « ,  6 5 ° C  ■for 10 m i n ;  3 .  307. f o r m a m i d e /  67. f o r m a l d e h y d e  
3 3 ° C ,  13 m i n .
b .  R a t i o  o f  s p e c i f i c  ( I n f e c t e d  c s l l )  t o  n o n - s p e c i f i c  
( n o n - i n f e c t e d  c o l l )  h y b r i d i s a t i o n  M as  1 0 3 6 3 1 / 3 0 2 3 * 3 3 .
c .  4 3  ug o ^  c e l l u l a r  RNA a t  1/1 d i l u t i o n  a n d  0 . B  ug o f  i n f l u e n z a  
vR NA  ( s i n g l e  q u a n t i t y  a t  p o s i t i o n  m a r k e d  1 / 1 0 ) .
T a b l e  9 j C o m p o s i t i o n  o f  h y b r i d  1 s a t i o n  b u f f e r *
1 1 7
F o r m a m i d s
F i n a l  c o n c s n t r a t i o n  
3 0  X v / v
S S C 3 M
D s n h a r f l t  s  R e a g e n t  1 k
C a l f  t h y m u s  DNA 2 5 0  ug / m l
E D T  A l O  mil
S O S 0 . 3  Xm / v
3 0 *  D e n h a r d t  s  R e a g e n t 2 0 «  SSC
g / 1 0 0  ml g / 1 0 O  ml
F i c o l l  1 N a C l  1 7 . 3 3
P V P  1 S o d i u m  c i t r a t e  2 . 7 6
B S A  1 p H  7 . 0  w i t h  NaOH
f r o m  M a n i a t i s  at^ al_.  ( 1 9 8 2 )
c^ .
1 18
u
m i  <0>
T i m e
( h o u r t )
Tim e post— infection 
(hours)
F i g u r e  2 7 «  T i M - c o u r t «  o f  a p p * « r a n c *  o f  i n f l u t n i a  v i r u s  
p o s i t i v o —s o n s o  RNA i n  B H K —21 c a l l s
B H K - 2 1  c a l i s  w e r e  i n o c u l a t a c i  w i t h  ( F P V / R . P R / B )  ( m o i * i O O )  an d 
i n c u b a t a c i  f o r  t h a  t i m a s  i n d i c a t a d .  T h e  RNA w a s  e x t r a c t a d  an d 
d e n a t u r a t i  w i t h  507. fo r m a m i d a / 6 7 .  f o r m a l d a h y d a  a t  5 5 ° c  4 o r  
15 m i n u t a s .  18 ug o f  RNA was a p p l i a d  p a r  d u p l i c a t a .  T h a  g r a p h  
s h o w s  t h a  f i l t a r - b o u n d  r a d i o a c t i v i t y .  Key* U » n o n - i n f e c t e d , 
m i * m o c k — i n o c u l a t a t i  ( z e r o  t i m e >  s a m p l a s .
1 1 9
F i g u r e  2 9 :  D o t  b l o t  h y b r i d i s a t i o n  a n a l y s i s  o f  B H K - 2 1  c a l l s  
i n o c u l a t s d  w i t h  v a r i o u s  a m o u n t s  o f  v i r u s
B H K - 2 1  c a l l s  w a r s  i n o c u l a t a d  w i t h  ( F P V / R . P R / 8 )  a t  t h a  m oi  s h o w n  
and i n c u b a t a d  f o r  4 h o u r s .  T h a  R N A  w a s  e x t r a c t e d  an d d a n a t u r a d  
w i t h  5 0 %  f o r m a m i d e / 6 %  f o r m a l d e h y d e  f o r  15 m i n u t a s  a t  5 5 ° C .  9  ug 
o f  RNA w as  a p p l i a d  p e r  d u p l i c a t e .  T h a  g r a p h  s h o w s  t h a  a m o u n t  o f  
r a d i o a c t i v i t y  b o u n d  t o  i n d i v i d u a l  d o t s .
15. INHIBITION OF PROTEIN SYNTHESIS IN NON-INFECTED AND INFECTED
B H K - 2 1  C E L L S  W I T H  C Y C L O H E X  I M I D E
P r o t e i n  s y n t h e s i s  w a s  i n h i b i t e d  t o  p r e v e n t  s e c o n d a r y  
t r a n s c r  i p  t  i  o n . C e l l s  w e r e  i n o c u l a t e d  i n  PBS an d i n c u b a t e d  i n  
GMEM/NCS c o n t a i n i n g  e y e l o h e x i m i d e  a t  2 0 0  ug / m l ( A v e r y  and 
D i m m o c k ,  1 9 7 5 ) .  T h i s  c o n c e n t r a t i o n  i n h i b i t e d  p r o t e i n  s y n t h e s i s  b y  
n e a r l y  997. ( T a b l e  1 0 ) .
1 6 .  T R A N S L A T I O N  OF  mRNA I N  V I T R O
N u c l e a s e - t r e a t e d , m e s s a g e - d e p e n d e n t  r a b b i t  r e t i c u l o c y t e  l y s a t e  
( A m e r s h a m )  w as  a d d e d  t o  l y o p h i l i s e d  C3™ S 3 - m e t h i o n i n e  <80 p i  
l y s a t e / 0 . 5  mCi  C 3 — S 3 - m e t h i o n i n e ) .  R e a c t i o n  m i x t u r e s ,  made u p  o n  
i c e ,  c o n t a i n e d  8 p i  o f  r a d l o l a b e l - c o n t a i n i n g  l y s a t e  an d 2 p i  o f  
mRNA ( a p p r o x i m a t e l y  0 . 1  pg > an d w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 0 ° C  f o r  6 0  
m i n u t e s .  R e a c t i o n  m i x t u r e s  w e r e  d i l u t e d  i n  10 mM T r i s - H C l ,  
p H  7 . 6 ,  a n d  s a m p l e s  a s s a y e d  f o r  T C A — i n s o l u b l e  r a d i o a c t i v i t y  o r  
a n a l y s e d  b y  P A G E .
1 7 .  P O L Y A C R Y L A M I D E  G E L  E L E C T R O P H O R E S I S  ( P A G E )  OF P R O T E I N S
T h e  g e l  s y s t e m s  u s e d  w e r e  b a s e d  on  t h a t  o f  C oo k  f t  a_l_. ( 1 9 7 9 )  , 
c o n t a i n i n g  0 .  17. s o d i u m  d o d e c y l  s u l p h a t e  ( S D S )  , an d t h e  Laemm 1 i  
( 1 9 7 0 )  d i s c o n t i n u o u s  b u f f e r  s y s t e m .  A s t a c k i n g  g e l  o f  4 .5 7 .  
a c r y l a m i d e / O .  127. b  i  s - a c r y  1 a m i d e  w a s  u s e d .
A n t i b o d i e s  a n d  a n t i b o d y  f r a g m e n t s  w e r e  a n a l y s e d  u s i n g  a r e s o l v i n g  
g e l  o f  7 . 5 7 .  p o  1 y a c r  y  1 a m i  d e / 0 .  27. b  i  s - a c r y  1 a m i d e .  S a m p l e s  w e r e  
p r e p a r e d  b y  b o i l i n g  f o r  2  m i n  i n  47. S D S ,  67. g l y c e r o l ,  10 mM 
T r i s - H C l ,  p H  7 . 6 .  A f t e r  e  1 e c t r o p h o r e s i s  a t  14 mA f o r  16 h o u r s .
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T a b l e  10 :  I n h i b i t i o n  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  i n  B H K - 2 1  c e l l s  b y  
c y c l o h e x i n i d e  ( C Y H )
T C A - i n s o l u b l e  r a d i o a c t i v i t y
__________________<C£m)_____________________
- C Y H  ♦CYH
I n h i b i t i o n  o f  
p r o t e i n  s y n t h e s i s
(X>
I n f e c t e d  5 3 9 6 0  5 8 9  9 8 . 9
U n i n f e c t e d  8 2 6 5 9  1 1 19  9 8 . 7
B H K - 2 1  c e l l s  w e r e  i n o c u l a t e d  w i t h  F P V / R  <moi=*100> i n  PBS o r  
m o c k - i n o c u l a t e d  w i t h  PBS o n  i c e  f o r  1 h o u r  t h e n  i n c u b a t e d  i n  
t i s s u e  c u l t u r e  medium a t  3 7 ° C .  CYH w as  i n c l u d e d  i n  t h e s e  m e d i a  a t  
2 0 0  uQ/ ml a s  i n d i c a t e d .  A f t e r  3 . 5  h o u r s  a t  3 7 ° C ,  C “ S ] - m e t h i o n i n e  
w a s  a d d e d  ( 2 0  w C i / m l )  a n d  i n c u b a t i o n  c o n t i n u e d  f o r  a f u r t h e r  3 0  
m i n u t e s .  T h e  c e l l s  w e r e  s c r a p e d  i n t o  c o l d  P B S  ( 1 . 5  m l ) , 
s o n i c a t e d ,  a n d  s a m p l e s  ( 5 0  u l ) a s s a y e d  f o r  T C A - i n s o l u b l e  
r  a d  i o a c  t  i  v  i  t y .
1 22
u n l a b e l  l e d  p r o t e i n s  M e r e  d e t e c t e d  b y  s i l v e r  o r  C o o m a s s i e  
B r i l l i a n t  B l u e  s t a i n i n g .
S i l v e r  s t a i n i n g  wa s c a r r i e d  o u t  e x a c t l y  a s d e t a i l e d  b y  W r a y  e t  
a  1 . ( 1 9 8 1 )  a f t e r  w a s h i n g  g e l s  f o r  a t  l e a s t  16 h o u r s  w i t h  3  o r  4
c h a n g e s  i n  50'/. m e t h a n o l .
C o o m a s s i e  B r i l l i a n t  B l u e  s t a i n  s o l u t i o n  c o n t a i n e d  0 . 5  g  o f  
C o o m a s s i e  B r i l l i a n t  B l u e  d i s s o l v e d  i n  4 9  ml o f  m e t h a n o l  t o  w h i c h  
4 9  ml o f  w a t e r  a n d  1 8 . 2  ml o f  a c e t i c  a c i d  wa s a d d e d .  G e l s  w e r e  
im m e r s e d  i n  s t a i n  f o r  3 0 - 6 0  m i n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  d e s t a i n e d  i n  
50*/. m e t h a n o l / 7 X  a c e t i c  a c i d  a n d  d r i e d  u n d e r  s u c t i o n .
I n  v i t r o  t r a n s l a t i o n  p r o d u c t s  a n d  p r o t e i n s  f r o m  p u r i f i e d  v i r i o n s  
o r  i n f e c t e d  c e l l s  w e r e  r e s o l v e d  o n  1 0 -3 0 7 .  l i n e a r  p o l y a c r y l a m i d e  
g r a d i e n t  g e l s .  T h e  r a t i o  o f  a c r y l a m i d e  t o  b l s - a c r y l a m i d e  was 
2 1 2 :  1 an d t h e  g e l s  c o n t a i n e d  0 - 8 7 .  g l y c e r o l .  S a m p l e s  w e r e  r e d u c e d  
b y  b o i l i n g  f o r  2  m i n u t e s  i n  S'/. 2 - m e r c a p  t o e t h a n o l  ,  47. S D S ,  67. 
g l y c e r o l ,  10 mil T r i s - H C l ,  p H  7 . 6 .  E l e c t r o p h o r e s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  
a t  14 mA f o r  16 h o u r s .  G e l s  w e r e  f i x e d  i n  507. m e t h a n o l / 7 7 .  a c e t i c  
a c i d  an d i m m e r s e d  i n  A m p l i f y  ( A m e r s h a m )  f o r  2 0  m i n u t e s  a t  ro o m  
t e m p e r a t u r e .  A f t e r  d r y i n g  o n t o  f i 1 t e r  p a p e r  u n d e r  s u c t i o n ,  g e l s  
w e r e  f l u o r o g r a p h e d  a t  - 7 0 ° C  u s i n g  F u j i  Rx X - r a y  f i l m .
1 8 .  AS S A Y  FO R  R I B 0 N U C L E A S E  S E N S I T I V I T Y  OF  I N F L U E N Z A  V I R I O N  RNA
A m e th o d  b a s e d  on  t h a t  o f  K o f f  a n d  K n i g h t  ( 1 9 7 9 )  w a s  f o l l o w e d .  
C o n f l u e n t  B H K - 2 1  c e l l  m o n o l a y e r s  ( 5  cm d i s h e s )  w e r e  i n o c u l a t e d  
w i t h  C3 * P ] - l a b e l l e d  i n f l u e n z a  v i r u s  i n  PB S  f o r  9 0  m i n u t e s  on  i c e  
a n d  i n c u b a t e d  i n  PB S  o r  t i s s u e  c u l t u r e  m e d iu m  a s  d e s c r i b e d  i n  
f i g u r e  l e g e n d s .  M o n o l a y e r s  w e r e  t h e n  w a s h e d  w i t h  c o l d  P B S ,
1 23
s c r a p e d  i n t o  1 . 5  ml o f  c o l d  PB S  an d p e l l e t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  
13 O O O g , 10 s e c .  T h e  p e l l e t s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  PBS ( 2 2 5  u l > and
s t o r e d  a t  - 7 0 ° C .
T o  a s s a y  f o r  r i b o n u c l e a s e  ( R N a s e )  s e n s i t i v i t y ,  t h e  c e l l s  w e r e  
t h a w e d  a n d  s o n i c a t e d  ( 2 x  S s e c o n d s ) .  D u p l i c a t e  s a m p l e s  ( 5 0  u l  ) 
w e r e  a s s a y e d  f o r  T C A - i n s o l u b 1 e r a d i o a c t i v i t y  ( u n t r e a t e d  s a m p l e s )  
a n d  l O O  u l  o f  c e l l  l y s a t e  a d d e d  t o  10 0 u l  o f  RN a se  s o l u t i o n  
c o n t a i n i n g  100 ug o f  R N a s e  A a n d  5 0 0  u n i t s  o f  RN a se  T l .  R N a s e  
d i g e s t i o n s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  f o r  3 0  m i n u t e s  an d t h e n  4 
s a m p l e s  ( 4 0  u l  > w e r e  s p o t t e d  o n t o  f i l t e r  p a p e r  d i s c s .  O n e  p a i r  o f  
t h e s e  f i l t e r s  wa s p r o c e s s e d  f o r  T C A - i n s o l u b l e  r a d i o a c t i v i t y  u n d e r  
s t a n d a r d  c o n d i t i o n s  ( R N a s e  t r e a t e d  s a m p l e s )  a n d  t h e  o t h e r  p a i r  
T C A - p r e c i p i t a t e d  w i t h  b o i l i n g  ( b o i l e d  s a m p l e s ) .  B o i l i n g  i n  T C A  
h y d r o l y s e s  RNA a n d  t h e  r a d i o a c t i v i t y  w h i c h  r e m a i n s  i s  i n  p r o t e i n .  
T h e  f r a c t i o n  o f  RNA s e n s i t i v e  t o  R N a s e  wa s c a l c u l a t e d  u s i n g  t h e  
f o l l o w i n g  e q u a t i o n !
l O O  -  C ( R - B )  / ( U - B >  X 1 0 0 3  -  R N a s e - s e n s  i  t  i  v e  v i r i o n  RNA (7. )
W h e r e :  U  = u n t r e a t e d  s a m p l e  ( c p m / a s s a y > ;
R = R N a s e  t r e a t e d  s a m p l e  ( c p m / a s s a y ) ;
B = b o i l e d  s a m p l e  ( c p m / a s s a y ) .
c p n / a s s a y s ( m e a n  c p m / f i 1 t e r  x 2 )  f o r  u n t r e a t e d  s a m p l e s  a n d  (me an  
c p m / f i l t e r  x 5 )  f o r  R N a s e - t r e a t e d  a n d  b o i l e d  s a m p l e s .
M e t h o d s  f o r  d i s r u p t i n g  c e l l s  w e r e  c o m p a r e d  a n d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  
o f  R N a s e  e n z y m e s  t i t r a t e d .
F i g u r e  2 9  s h o w s  t h a t  m a x i m a l  R N a se  s e n s i t i v i t y  wa s s e e n  w i t h  a l l  
d i s r u p t i o n  m e t h o d s  t r i e d .  I t  w a s  c o n c l u d e d  t h a t  o n e  c y c l e  o f
24
F i g u r e  2 9 t  RNaaa s e n s i t i v i t y  o f  B H K - 2 1  c e l l u l a r  RNA a f t e r
d i s r u p t i o n  o f  o i l s  b y  f r e e z e /  t h a w i n g  w i t h  a n d  w i t h o u t  
■ o n i c a t i o n
B H K - 2 1  c a l l s  <1 x 1 0 *  c e l l s / 3  cm d i s h )  w a r *  i n c u b a t a d  •for 
24 h o u r s  i n  GMEM/NCS c o n t a i n i n g  C * H ] - u r i d i n e  <1 u C i / m l )  an d 24 
h o u r s  i n  t h a  sama m a d iu m  w i t h o u t  r a d i o l a b a l .  C a l l s  f r o m  d u p l l c a t a  
p l a t a s  w a r a  d i s r u p t e d  a c c o r d i n g  t o  t h a  f o l l o w i n g  k e y s
1 .  F r a a z a / t h a w  x l
2 .  F r a a z a / t h a w  x3
3 .  F r a a z a / t h a w  x l  a n d  s o n i c a t e d  f o r  3 s
4 .  A s  3 ,  b u t  s o n i c a t e d  f o r  2 x 3  s e c o n d s
R N a se  s e n s i t i v i t y  w a s  a s s a y e d  a s  d e s c r i b e d  i n  t h a  t e x t  e x c e p t  
t h a t  t h a  r e l a t i v e  R N a s e  s e n s i t i v i t y  w as  c a l c u l a t e d  t a k i n g  t h e  
ma ximum v a l u e  a s  10 0%  ( s a m p l e  4 )
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( u n i t s  R N a s e  T 1 / u g  R N a s e  A)
F i g u r »  30* T i t r a t i o n  o* R N a se  c o n c e n t r a t i o n
B H K - 2 1  c o l l s  w e r e  l a b » l l » d  w i t h  C * H 3 — u r i d i n »  a s  d » s c r i b » d  i n  
F i g u r »  2 9 .  R N a s »  s e n s i t i v i t y  was a s s a y e d  a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  t e x t  
b u t  u s i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o-f R N a s e  e n z y m e s  s h o w n .  *  d e n o t e s  t h «  
q u a n t i t y  o 4 e n z y m e s  u s e d  i n  a s s a y s  - f o r  R N a se  s e n s i t i v i t y  o* 
v i r i o n  RNA a n d  i n  F i g u r e  2 9 .
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S E C T I O N  I .  P r o d u c t i o n  o f  mRNA p r i m e r  u s i n g  r e o v i r u s e s
1.  I N T R O D U C T I O N
C a p p e d  and m e t h y l a t e d  mRNA w as  r e q u i r e d  a s  p r i m e r  f o r  i n f l u e n z a  
t r a n s c r l p t a s e  a s s a y s  a n d  w a s  p r o d u c e d  u s i n g  t w o  m em ber s o f  t h e  
R e o v i r i d a e  n a m e l y  Bom by x mor 1 ( t y p e  1> c y t o p l a s m i c  p o l y h e d r o s i s  
v i r u s  ( C P V )  an d r e o v i r u s  t y p e  3 ,  D e a r i n g  s t r a i n  ( r e o v i r u s  3 ) .  T h e  
d o u b l e  s t r a n d e d  RNA g e n o m e s  o f  t h e s e  v i r u s e s  a r e  t r a n s c r i b e d  i n  
v i t r o  i n t o  mRNAs b y  v i r i o n  RNA d e p e n d e n t  RNA p o l y m e r a s e s .  As 
s ho w n  h e r e ,  an d d e s c r i b e d  b y  o t h e r s ,  t h e s e  e n z y m e s  a r e  r e m a r k a b l y  
s t a b l e  an d t h e r e f o r e  a r e  p a r t i c u l a r l y  s u i t a b l e  f o r  p r o d u c t i o n  o f  
mRNA.
T h i s  s e c t i o n  d e s c r i b e s  t h e  p r o d u c t i o n ,  p u r i f i c a t i o n  and p a r t i a l  
c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t h e s e  mRNAs.  T h e  a b i l i t y  o f  t h e  mRNAs t o  
p r i m e  i n f l u e n z a  v i r u s  t r a n s c r l p t i o n  w a s  a s s a y e d  a n d  t h e  
e f f i c i e n c y  o f  p r i m i n g  i s  d i s c u s s e d .
2 .  R E S U L T S
( a )  P r o d u c t i o n  o f  mRNA u s i n g  R e o v i r u s  3
An RNA s y n t h e s i z i n g  r e a c t i o n  m i x t u r e  t h a t  g i v e s  c a p p e d  an d 
m e t h y l a t e d  mRNA w a s  u s e d ,  ( F u r u i c h i  a n d  S h a t k i n ,  1 9 7 6 ) .  C * H D - U T P  
w a s  i n c l u d e d  t o  m o n i t o r  t h e  r e a c t i o n  a n d  F i g u r e  31 s ho w s  t h e  
i n c o r p o r a t i o n  o f  t h i s  r a d i o l a b e l  i n t o  m a c r o m o l e c u l e s  d u r i n g  a 
p o l y m e r a s e  r e a c t i o n .  A  p l a t e a u  i s  r e a c h e d  w h e n  some c o m p o n e n t  o f  
t h e  r e a c t i o n  b e c o m e s  l i m i t i n g .  T h e  r e o v i r u s  3  c o r e s  a r e  s t i l l  
c a p a b l e  o f  s y n t h e s i z i n g  mRNAs t h e y  c a n  b e  r e c o v e r e d  by
12?
F i g u r »  3 1 t I n c o r p o r a t i o n  o 4  r a d i o a c t i v a  l a b a l  i n t o  « a c r o a o l t c u :  
d u r i n g  a r a o v i r u a  3  p o l y m a r a a a  r a a c t i o n
R a o v i r u *  p o l y m a r a * »  r a a c t i o n  c o n t a i n a d  c o r a »  4 ro m  5  mg o 4 v i r u *  
a n d C * H 3 - U T P .  T h a  f i l t a r  p r a c i p i t a b l a  r a d i o a c t i v i t y  i n  10 p i  
» a m p i a »  w a »  m a a s u r a d .
' 30
c e n t r i f u g a t i o n ,  r e s u s p e n d e d  i n  f r e s h  p o l y m e r a s e  b u f f e r  a n d  w i l l  
s y n t h e s i z e  mRNA a g a i n .  T h u s  o n e  p r e p a r a t i o n  o f  v i r u s  c a n  be  u s e d  
i n  m u l t i p l e  r o u n d s  o f  mRNA s y n t h e s i s  ( M . A . M c C r a e ,  p e r s o n a l  
c o m m u n i c a t i o n ) .  F i g u r e  32 s h o w s  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  wh e n  t h i s  
p r o c e d u r e  wa s f o l l o w e d .  F o r  t h e  f i r s t  t w o  r o u n d s ,  e a c h  o f  6  h o u r s  
d u r a t i o n ,  t h e  f i n a l  y i e l d s  o f  f i l t e r  p r é c i p i t a b l e  r a d i o a c t i v i t y  
w e r e  s i m i l a r ,  b u t  i n  s u b s e q u e n t  r o u n d s  l i t t l e  i n c o r p o r â t  i o n  o f  
l a b e l  t o o k  p l a c e .
T h e  l e v e l  o f  i n c o r p o r a t i o n  o f  l a b e l  a t  t h e  e n d  o f  r o u n d  1 i s  
e q u i v a l e n t  t o  2 6 0  uq  o f  mRNA,  an d 5  mg o f  r e o v i r u s  3  w a s  u s e d  
<52 ug mRNA/ mg v i r u s ) .  C o m p a r e d  w i t h  p u b l i s h e d  v a l u e s  t h i s  y i e l d  
i s  p o o r .  F o r  e x a m p l e .  B o t h  e t  al^.  ( 1 9 7 5 )  , q u o t e  a y i e l d  o f  5 0 0  ug 
o f  mRNA p e r  mg o f  v i r u s  i n  a 6 0  m i n u t e  r e a c t i o n .  A t t e m p t s  w e r e  
t h e r e f o r e  mad e t o  s y n t h e s i z e  mRNA u s i n g  C P V .
<b)  P r o d u c t i o n  o f  mRNA u s i n g  C P V .
T h e  p o l y m e r a s e  r e a c t i o n  m i x t u r e  d e s c r i b e d  b y  S m i t h  a n d  F u r u i c h i  
( 1 9 8 0 )  w a s  e m p l o y e d .  T h i s  i n c l u d e s  b o t h  p r o t e i n a s e  K a n d  
b e n t o n i t e  a s  R N a s e  i n h i b i t o r s .  My own i n i t i a l  e x p e r i m e n t s  had 
s h o w n  t h e  i m p o r t a n c e  o f  i n c l u d i n g  a n  R N a s e  i n h i b i t o r  ( s e e  P a r t  
1 1 ,  M e t h o d s  a n d  O p t i m i s a t i o n s ) .
Y i e l d s  o f  mRNA f r o m  a p r e p a r a t i o n  o f  C P V  w e r e  m a x i m i s e d  i n  tw o  
w a y s t  p o l y m e r a s e  r e a c t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  f o r  l o n g  p e r i o d s  o f  
t i m e  an d C PV  p a r t i c l e s  w e r e  r e c y c l e d  i n  t h e  w a y  d e s c r i b e d  f o r  
r e o v i r u s  3  a b o v e ,  a n d  u s e d  i n  m u l t i p l e  r o u n d s  o f  mRNA s y n t h e s i s .  
F i g u r e  3 3  s h o w s  t h e  i n c o r p o r a t  i o n  o f  r a d i o l a b e l  d u r i n g  5  r o u n d s  
o f  mRNA s y n t h e s i s  a n d  d e m o n s t r a t e s  t h e  s t a b i l i t y  o f  t h e  CPV 
p o l y m e r a s e .  I n  t o t a l  t h i s  b a t c h  o f  C P V  w a s  u s e d  i n  7 r e a c t i o n s


over a period of 16 days. The arrow on the curve for round 5
i n d i c a t e s  t h a t  a f t e r  37 h o u r s  t h e  v o l u m e  o f  t h i s  r e a c t i o n  was 
d o u b l e d  b y  a d d i t i o n  o f  f r e s h  p o l y m e r a s e  b u f f e r ,  a l l o w i n g  
s y n t h e s i s  t o  b e g i n  a g a i n .  T h i s  may b e  b e c a u s e  t h e  f r e s h  r e a c t i o n  
m i x t u r e  p r o v i d e s  a c o m p o n e n t  t h a t  was e x h a u s t e d  o r  d e n a t u r e d  
a f t e r  3 7  h o u r s  i n c u b a t i o n ,  o r  d i l u t e s  a n  I n h i b i t o r y  p r o d u c t  b e l o w  
t h e  c r i t i c a l  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  s l o p e s  o f  t h e  
l i n e a r  p o r t i o n s  o f  t h e  c u r v e s  a r e  d u e ,  a t  l e a s t  i n  p a r t ,  t o  l o s s  
o f  C P V  p a r t i c l e s  i n  s a m p l e s  w i t h d r a w n  t o  m o n i t o r  t h e  r e a c t i o n .
A f t e r  p u r i f i c a t i o n  o f  mRNA f r o m  r e a c t i o n  p r o d u c t s  t h e  y i e l d  was 
d e t e r m i n e d  i n d i v i d u a l l y  f o r  t h e  f i r s t  3  r o u n d s ,  s e e  T a b l e  11. 
S m i t h  an d F u r u i c h i  ( 1 9 8 0 )  q u o t e  a y i e l d  o f  mRNA o f  3 0  t i m e s  
i n p u t ,  i . e .  g e n o m i c ,  RNA b u t  d o  n o t  g i v e  d e t a i l s  o f  ho w t h i s  was 
c a l c u l a t e d .  2 3 - 3 0 7 .  o f  t h e  CP V p a r t i c l e  i s  c o n s i d e r e d  t o  b e  RN A,  
t h o u g h  307. i s  t h o u g h t  t o  b e  t h e  m o s t  a c c u r a t e  e s t i m a t e  ( P a y n e  and 
M e r t e n s ,  1 9 8 3 )  a n d  o n e  s t r a n d  a c t s  a s  t e m p l a t e .  On t h i s  b a s i s ,  
t h e  y i e l d  o f  mRNA a t  b e s t  w as  8 . 4  t i m e s  t h e  i n p u t  R N A .  W h i l s t  
t h i s  s u g g e s t s  t h a t  y i e l d s  c o u l d  h a v e  h a v e  b e e n  i n c r e a s e d ,  l a r g e  
q u a n t i t i e s  o f  mRNA w e r e  o b t a i n e d .
( c )  P u r i f i c a t i o n  o f  mRNA f r o m  r e a c t i o n  m i x t u r e s .
I t  w a s  i m p e r a t i v e  t h a t  t h e  mRNA b e  p u r i f i e d  f r e e  o f  t h e  
c o m p o n e n t s  o f  t h e  p o l y m e r a s e  r e a c t i o n .  I n  p a r t i c u l a r  
r i b o n u c l e o s i d e  t r i p h o s p h a t e s  ( r N T P s )  h a d  t o  b e  r e m o v e d .  T h e s e  
w o u l d  r e d u c e  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  r a d i o l a b e l l e d  r N T P s  i n  a s s a y s  
o f  i n f l u e n z a  v i r u s  e l o n g a t i o n  an d a s s a y s  o f  i n i t i a t i o n  a c t i v i t y ,  
w h i c h  d e p e n d  on  t h e  i n c o r p o r  a t  i o n  o f  C M P ] - G T P  o n l y ,  w o u l d  b e  
i m p o s s i b l e .  A d d i t i o n a l l y ,  b o t h  CPV ( S m i t h  a n d  F u r u i c h i ,  1 9 8 2 )  and 
r e o v i r u s  3  (Y am a k a w a  e t  a l . ,  1 9 8 1 )  s y n t h e s i z e  a v a r i e t y  o f
T a b l e  l i t  Y i e l d  o f  p u r i f i e d  C PV  mRNA f r o m  3 t u c c e s s i v e  r o u n d »  o f  
s y n t h e s i s
I n p u t CP V P r o d u c t
RNA** mRNA P r o d u c t  mRNA
s y n t h e s i s ( ug > < ug > ( ug> I n p u t  C P V  RNA
1 2 3 0 7 5 195 5 .  2
2 2 1 5 6 5 261 8 . 0
3 17 6 5 3 2 2 5 8 . 4
a .  T h e  a m o u n t  o f  v i r u s  u s e d  i n  t h e  f i r s t  r o u n d  w as  m e a s u r e d  b y  
d e t e r m i n i n g  t h e  a b s o r b a n c e  a t  2 6 0  nm .  T h e  v a l u e s  f o r  
s u b s e q u e n t  r o u n d s  w a s  c a l c u l a t e d  b y  s u b t r a c t i n g  CPV l o s t  
d u r i n g  s a m p l i n g  a n d  a s s u m i n g  100*/. r e c o v e r y  b y  c e n t r  i  f u g a t  i o n  
b e t w e e n  r o u n d s .
b .  C a l c u l a t e d  b y  a s s u m i n g  t h a t  307. o f  v i r u s  i s  RNA a n d  a  s i n g l e  
s t r a n d  a c t s  a s  t e m p l a t e
R e s u l t s  f r o m  e x p e r i m e n t  s h o w n  i n  F i g u r e  33
r 35
o l i g o n u c l e o t i d e s  t h a t  p o t e n t i a l l y  c o u l d  i n t e r f e r e  w i t h  p r i m i n g  o f  
i n f l u e n z a  v i r u s  t r a n s c r i p t i o n  b y  mRNA ( T a b l e  1 2 ) .  T h e  
p u r i f i c a t i o n  m e t h o d  e m p lo y e d  w a s  c h o s e n  t o  s e p a r a t e  h i g h  
m o l e c u l a r  w e i g h t  mRNA fr o m  r N T P s  a n d  o l i g o n u c l e o t i d e s .
C P V  mRNA was p u r i f i e d  t w i c e  b y  g e l  f i l t r a t i o n  u s i n g  S e p h a d e x  G 50 
w h i c h  i s  c a p a b l e  o f  f r a c t i o n a t i n g  m o l e c u l e s  o f  1 , 5 0 0 - 3 0 , 0 0 0  
m o l e c u l a r  w e i g h t .  F i g u r e  3 4  i s  t h e  e l u t i o n  p r o f i l e  f r o m  t h e  f i r s t  
c o l u m n  an d t h e r e  a r e  tw o  p e a k s  o f  r a d i o a c t i v i t y .  T h e  f i r s t  e l u t e s  
w i t h  t h e  e x c l u d e d  v o l u m e  ( s p e c i e s  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  g r e a t e r  
t h a n  3 0 , 0 0 0 )  a n d  wa s ass um ed  t o  b e  mRNA.  T h e  r a d i o a c t i v i t y  i n  t h e  
s e c o n d  p e ak  w as  T C A  s o l u b l e .  T h i s  c o n t a i n s  u n i n c o r p o r a t e d  
C 3 h 1—U T P  an d t h e  o t h e r  r N T P s .  O l i g o n u c l e o t i d e s  s y n t h e s i z e d  b y  CPV 
w e r e  a n a l y s e d  b y  S m i t h  and F u r u i c h i  ( 1 9 8 2 )  a n d  t h e  l a r g e s t ,  
m7 G p p p A p G ,  h a s  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  a p p r o x i m a t e l y  1 , 1 0 0 .  
T h e r e f o r e ,  a l l  t h e  o l i g o n u c l e o t i d e s  s h o u l d  e l u t e  w i t h  t h e  r N T P s .  
U h e n  t h e  mRNA w as  a p p l i e d  t o  a s e c o n d  c o l u m n .  F i g u r e  3 5 ,  a s i n g l e  
p e a k  o f  r a d i o a c t i v i t y  was s e e n  d e m o n s t r a t i n g  t h a t  t h e  mRNA e l u t e d  
f r o m  t h e  f i r s t  c o l u m n  was f r e e  o f  C3 h ] - U T P .
(d >  T r a n s l a t i o n  o f  mRNAs i_n v i  t r o .
C P V  a n d  r e o v i r u s  3  mRNAs w e r e  t r a n s l a t e d  i n  r a b b i t  r e t i c u l o c y t e  
l y s a t e s  t o  w h i c h  C 1 - m e t h i o n i n e  ha d b e e n  a d d e d .  T h e  p r o d u c t s  o f  
t h e s e  r e a c t i o n s  w e r e  a n a l y s e d  b y  P AG E ( F i g u r e  3 6 ) .  B o t h  r e o v i r u s  
3  a n d  C PV  mRNAs d i r e c t e d  t h e  s y n t h e s i s  o f  p o l y p e p t i d e s  o f  
d i s c r e t e  s i z e s .  T r a c k s  1 a n d  2 s h o w  t h e  p r o f i l e  o f  i n f l u e n z a  
v i r u s  a n d  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  t h e  u n g l y c o s y l a t e d  p r o t e i n s  
a r e  i n d i c a t e d .  U s i n g  t h e s e  a s  m a r k e r s ,  a n d  t h e  i n f o r m a t i o n  i n  
T a b l e  1 3 ,  an e s t i m a t e  o f  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e  CPV 
t r a n s l a t i o n  p r o d u c t s  i n  t r a c k s  3  a n d  4 w as  m a d e .  T h i s  m e t h o d  o f
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T a b l e  12«  O l i g o n u c l e o t i d e *  s y n t h e s i z e d  b y  C PV  an d r e o v i r u s  3  t h a t  
c o u l d  p r i m e  i n f l u e n z a  v i r u s  t r a n s c r i p t i o n
v i r u s o l i g o n u c l e o t i d e
P r o p o r t i o n  o f  
t r a n s c r  i p t i o n
C PV p p p A p G  
pp Ap G  
G p p p A p g  
m G p p p A p G
2 2 . 7
i . O
G p p p p A p G 1 . 0
r e o v i r u s  3 m ^G pp p G U 3 . 0
m7G p p p G C U 3 . 5
m7 G p p p G C U A 1 . 8
i n  v i  t r o  
p r o d u c  t s
C P V  d a t a  f r o m  S m i t h  an d F u r u i c h i  ( 1 9 8 2 ) . J . B i o l . Ch em . 2 5 7 « 4 B 5 .  
R e o v i r u s  3 d a t a  f r o m  Y a m a k a w a  » t  al_.  < 1 9 8 1 > .  J . B i o l . C h e m .  
2 5 6 1 6 5 0 7 .
m ^G pp p  -  5 '  c a p  s t r u c t u r e .  T h e  o l i g o n u c l e o t i d e s  s ho w n  a r e  a 
s u b s e t  o f  t h o s e  f o r m e d  i n  c o m p l e t e  r e a c t i o n  m i x t u r e s  b y  C PV  o r  
r e o v i r u s  3 .  C r i t e r i a  f o r  s e l e c t i o n «  A l l  c a p p e d  o l i g o n u c l e o t i d e *  
w o u l d  b e  e x p e c t e d  t o  c o m p e t e  w i t h  c a p p e d  mRNA f o r  t h e  c a p - b i n d i n g  
s i t e  o f  PB1 o f  t h e  i n f l u e n z a  v i r u s  t r a n s c r i p t a s e  e n z y m e  ( P e n n  an d 
M a h y ,  1 9 8 4 ) »  o l i g o n u c l e o t i d e s  i n c l u d i n g  t h e  s e q u e n c e  . . . A p G  w o u l d  
b e  e x p e c t e d  t o  p r i m e  e l o n g a t i o n  ( K a w a k a m i  et^ «1_. » 1 9 8 1 b ) .  S e e
G e n e r a l  I n t r o d u c t i o n  P a r t  7 ( a ) .
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F i g u r e  34* S e p a r a t i o n  o*  C P V  p o l y m e r a s e  r e a c t i o n  p r o d u c t s  b y  
c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y
P o l y m e r a s e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  a p p l i e d  t o  a  S e p h a d e x  G 50 c o l u m n  
( 2 7 0  mm x 10 mm) i n  T L E  < 1 0  mil T r i s ,  pH 8 ,  150 mM L i C l  a n d  1 mM 
E D T A )  , 0 . 1 7 .  S D S .  8 0 0  e l  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  t h e  
r a d i o a c t i v i t y  i n  10 e l  ■ f r a c t i o n s  d e t e r m i n e d .  F r a c t i o n s  7 - 1 1 ,  
c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  v o i d  v o l u m e ,  w e r e  p o o l e d  a n d  e t h a n o l  
p r e c  i p i  t a t e d .
Ra
dio
ac
tiv
ity
 (c
pm
 x
 1
0'4
)
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F i g u r »  3 3 :  E l u t i o n  p r o * 1 1 »  o f  mRNA a p p l i e d  t o  a  S e p h a d e x  6 3 0  
c o l u m n
T h »  p o o l t d  ■ f r a c t i o n *  f r o m  F i g u r »  3 4  M » r »  r » s u s p » n d » d  i n  2 0 0  e l  
o f  T L E  a n d  a p p l i e d  t o  a  s e c o n d  S e p h a d e x  G3 0  <173  mm x 6  mm) 
c o l u m n  i n  t h »  s a m »  b u f f » r .  3 0 0  p i  f r a c t i o n *  w e r e  c o l l » c t » d  a n d  
t h »  r a d i o a c t i v i t y  i n  10 p i  s a m p l » *  d » t » r m i n » d .  F r a c t i o n *  6 - 9  w e r-  
p o o l e d  a n d  p r e c i p i t a t e d  w i t h  e t h a n o l .

1 40
T a b l e  1 3 i  M o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  v i r a l  
p r o d u c t s  o í  CPV
v i r a l  p r o t e i n s “  
<mw x l O  a )
p r o t e i n s  a n d  t r a n s l a t i o n
p r o d u c t s ' "
io ~ 3 >
146
138
125
107
8 0
7 0
61
5 8
5 5
3 9
31
27
2 3
146
138
125
7 0
< 6 1 , 5 8 )  
( 5 8 , 5 5 )
< 3 9  >
27
23
a .  F r o m  F i g .  1 4 ,  P a y n »  and M e r t e n s  ( 1 9 8 3 ) .
b .  F r o m  F i g .  1 3 ,  P a y n e  an d M e r t e n s  ( 1 9 8 3 ) .  T r a n s l a t i o n  p r o d u c t s  
o4  CP V mRNA i n  r a b b i t  r e t i c u l o c y t e  l y s a t e .  B r a c k e t s  d e n o t e  
e s t i m a t e d  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o*  p o l y p e p t i d e s  n o t  m a rk e d  b y  t h e  
a u t h o r s .
1 - ,1
a s s e s s m e n t  i s  o n l y  a p p r o x i m a t e  b u t  s u g g e s t s  t h a t  p o l y p e p t i d e s  o f  
t h e  e x p e c t e d  m o l e c u l a r  w e i g h t  w e r e  p r o d u c e d .  N o n e  o f  t h e  
p o l y p e p t i d e s  f r o m  t h e  r e o v i r u s  3  t r a n s l a t i o n  r e a c t i o n s ,  t r a c k s  5  
an d 6 ,  m i g r a t e  w i t h  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  e x p e c t e d  f o r  r e o v i r u s  3 
p r o t e i n s  ( B o t h  e t  al^.  ,  1 9 7 5 ) .
<e> P r i m i n g  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  t r a n s c r i p t i o n  b y  mR NA .
T h e  mRNA p r o d u c e d  i n  v i  t r o  u s i n g  r e o v i r u s  3 a n d  CPV s h o u l d  b e  a 
m i x t u r e  o f  10 s p e c i e s  o f  mRNA.  T h e  WSN s t r a i n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  
p r e f e r e n t i a l l y  c l e a v e s  mRNAs a t  A r e s i d u e s  1 0 - 1 3  n u c l e o t i d e s  f r o m  
t h e  5 ‘ c a p  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  G T P  ( P l o t c h  e t  al_.  , 1 9 8 1 ) .  F r o m  t h e  
s e q u e n c e  o f  mRNAs i t  i s  t h e r e f o r e  p o s s i b l e  t o  p r e d i c t  w h i c h  w i l l  
a c t  a s  p r i m e r s .  C o n s i d e r a t i o n  o f  t h e  r e o v i r u s  3  s e q u e n c e s  
( A n t c z a k  e t  al_.  ,  1 9 8 3 )  s u g g e s t s  t h a t  6  o f  t h e  mRNAs s h o u l d  be
u t i l i s e d ,  y i e l d i n g  i n i t i a t i o n  f r a g m e n t s  o f  3  s i z e s .  S e q u e n c e  
i n f o r m a t i o n  f o r  C P V  i s  l e s s  c o m p r e h e n s i v e ,  b u t  3 o f  t h e  5  
p u b l i s h e d  mRNA s e q u e n c e s  c o n t a i n  a n  A r e s i d u e  w i t h i n  1 0 - 1 3  
n u c l e o t i d e s  o f  t h e  c a p  ( K u c h i n o  e t  a l . ,  1 9 8 2 )  an d i n i t i a t i o n
f r a g m e n t s  o f  a t  l e a s t  tw o  s i z e s  w o u l d  b e  e x p e c t e d .  A l l  t h e  mRNAs 
s y n t h e s i z e d  w e r e  p r e s u m e d  t o  h a v e  m e t h y l a t e d  5 '  c a p  s t r u c t u r e s  
a n d  t h e r e f o r e  b e  r e c o g n i s e d  b y  P B 2 ,  t h e  c a p  b i n d i n g  p r o t e i n .  T h e  
mRNA m o l e c u l e s  n o t  c a p a b l e  o f  a c t i n g  a s  p r i m e r  w i l l  c o m p e t e  w i t h  
p r i m e r  m o l e c u l e s  a n d  t h i s  w o u l d  b e  e x p e c t e d  t o  l i m i t  t h e  p r i m i n g  
e f f i c i e n c y .  U s e  o f  u n f r a c t i o n a t e d  r e o v i r u s  mRNA h a s  b e e n  r e p o r t e d  
( B o u l o y  e t  al_ .  , 1 9 7 9 ) .  T h e  e x p e r i m e n t s  d e s c r i b e d  b e l o w  w e r e
d e s i g n e d  t o  t e s t  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  m i x e d  p o p u l a t i o n s  o f  mRN As t o  
p r i m e  i n f l u e n z a  t r a n s c r i p t i o n .
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F i g u r e  37* S t i m u l a t i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  t r a n s c r i p t i o n  b y  CPV 
mRNA
I n f l u e n z a  v i r u s  e l o n g a t i o n  r e a c t i o n s  <200 t i l )  c o n t a i n e d  3 . 5  x 10 a 
HA U o f  ( F P V / R . P R / S )  v i r u s  a n d  t h e  q u a n t i t i e s  o f  CPV mRNA sh ow n  o r  
A p Q  a t  0 . 4  mM. T h e  T C A - p r e c  i p  l t a b  l e  r  a d  i o a c  t i  v i  t y  i n  15 til
s a m p l e s  w a s  d e t e r m i n e d .
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F i g u r e  3 8 »  T h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t r a n s c r i p t a s e  a c t i v i t y  a n d  
t h e  q u a n t i t y  o f  CP V mRNA p r i m e r  a d d e d
T h e  o r d i n a t e  s h o w s  t h e  r a d i o a c t i v i t y  i n c o r p o r a t e d  a f t e r  
i n c u b a t i o n  o f  t r a n s c r i p t a s e  r e a c t i o n s  a t  3 0 ° C  - for  6 0  m i n u t e s .  
V a l u e s  f r o m  F i g u r e  3 7 .
1 M 4
k my
m A p O
-©. 10.0 jug 
-o- 3.0 jug
- S *  1 - 3  M Q
••A- 0 * 3
Time at 30° C (minutee)
F i g u r e  3 9 i S t i m u l a t i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  t r a n s c r i p t i o n  b y  
r e o v i r u s  3  mRNA
I n f l u e n z a  v i r u s  e l c - n g a t i o n  a s s a y s  c o n t a i n e d  3 . 3  x 1 0 »  HA(J 
FP V / R  a n d  t h e  q u a n t i t i e s  o f  r e o v i r u s  mRNA s how n o r  Ap G ( 0 . 4  mM 
f i n a l  c o n c e n t r a t i o n ) .  T h e  T C A - p r e c i p i t a b l e  r a d i o a c t i v i t y  i n  13
'o l u m e s  w a s  d e t e r m i n e d .
1 5
F i g u r e  4 0 :  T h e  r e l a t i o n s h i p  o f  t r a n s c r i p t a s e  a c t i v i t y  t o  t h e  
q u a n t i t y  o f  r a o v i r u s  3  mRNA p r i m e r  a d d ed
T h e  o r d i n a t e  s h o w s  t h e  r a d i o a c t l v i t y  i n c o r p o r a t e d  a f t e r  
i n c u b a t i o n  o f  t r a n s c r i p t a s e  r e a c t i o n s  a t  3 0 ° C  f o r  6 0  m i n u t e s .  
V a l u e s  f r o m  F i g u r e  3 9 .
1 46
T im e  a t  3 0 °  C ( m i n u t e s )
C P V
r e e v l r u e 3
F i g u r e  4 1 1 D i r e c t  c o m p a r i s o n  o f  t h e  p r i m i n g  a b i l i t y  O-f CP V a n d  
r e o v i r u s  3 mRNA
I n f l u e n z a  v i r u s  t r a n s c r i p t a s e  r e a c t i o n s  < 2 00  u l ) c o n t a i n e d  
2 . 7  x 103 H A U  o f  ( F P V / R . P R / 8 »  v i r u s  a n d  1 pg o f  e i t h e r  C P V  o r  
r e o v i r u s  mRN A.  T h e  o r d i n a t e  s h o w s  t h e  T C A - i n s o l u b l e  r a d i o a c t i v i t y  
i n  I S  wl v o l u m e s .
R e a c t i o n  r a t e
mPNA (cpm i n c o r p o r a t e d / m i n )
C P V  3 2 . 5
r e o v i r u s  3 1 2 . 5
r a t i o  CPV / r e o v i r u s  3 * 2 . 6
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T a b l e  1 4 :  C o m p a r i s o n  o f  t h e  m o l a r  c o n c t n t r a t l o n s  o f  mRNAs an d 
Ap G p r i m e r s  r t q u i r t d  t o  g i v e  c q u i v a l t n t  i n c o r p o r â t  i o n  
o f  r a d i o a c t i v i t y  i n  i n f l u e n z a  v i r u s  t r a n s c r i p t a s s  
a s s a y s
mRNA t y p e
R a t i o  C A p G 1 
C mRNA] R e f e r e n c e
CPV 9 , 3 0 0 F i g u r e  37
r e o v l r u s  3 1 , 9 0 0 F i g u r e  39
CPV 7 , 1 0 0 K a w a k a m i  an d I s h i h a m a  ( 1 9 8 3 )
r e o v i r u s  3 1 , 0 0 0 - 2 , 0 0 0 B o u l o y  e t  a ^ .  ( 1 9 7 9 )
S a m p l e  C a l c u l a t i o n
V a l u e s  t a k e n  fr o m F i g u r e  3 7 .
C o n c e n t r a t i o n
R a d i o a c t i v i t y  i n c o r p o r a t e d
C PV  mRNA 9  x I O “ «  M 7 , 2 3 3
ApG 4 x I O —  M 3 , 3 8 9
r a d i o l a b e l  a s  ApG - ( 3 , 3 8 9 / 7 , 2 3 3 ) x 9  x 1 0 ~ •
-  4 . 2  x  10—  M
R a t i o  C A p G J iC m R N A J  -  4  x l O — * 4 . 2  x I Q —  -  9 . 3 0 0
T h e  v a l u e  f o r  t h e  m o l e c u l a r  » « s i g h t  o f  r e o v i r u s  mRNA,  7  x  l O " ,  » «as 
d e r i v e d  - from B o u l o y  e t  ( 1 9 7 9 ) .  An a v e r a g e  m o l e c u l a r  w e i g h t
f o r  CPV mRNA was c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  v a l u e s  f o r  CPV g e n o m i c  RNA 
a n d  t h e i r  r e l a t i v e  t r a n s c r i p t i o n  f r e q u e n c i e s  < P ay ne  an d H e r  t e n « ,
1 9 8 3 )
1 4 3
F i g u r »  4 2 »  M » » s » n g » r  R N A - d » p » n d » n t  t r » n * c r i p t a s »  a c t i v i t y  o f  F P V  
i n  t h »  p r t w n c *  o-f CPV mRNA o v » r  8  h o u r »
T h »  p o l y m » r a s »  a s s a y  m i x  t u r »  ( 2 0 0  i l l )  c o n t a i n e d  2 .  S x 10 * HA U o f  
F P V  a n d  S  u g  o f  CPV mRNA.  T h »  T C A - i n s o l u t a  1 »  r a d  i o a c t  i v i  t y  i n  
1S a l  » a m p i » »  Mas d » t » r m i n » d .
<i> S t i m u l a t i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  e l o n g a t i o n  r e a c t i o n s  b y  
mRN A.
C P V  an d r e o v i r u s  3 mRNAs w e r e  a d d e d  t o  i n f l u e n z a  v i r u s  e l o n g a t i o n  
r e a c t i o n s .  B o t h  s t i m u l a t e d  i n c o r p o r a t i o n  o f  r a d i o a c t i v e  l a b e l  
s u g g e s t i n g  t h a t  t h e y  w e r e  f u n c t i o n i n g  a s  p r i m e r s ;  r e s u l t s  
o b t a i n e d  u s i n g  C P V  an d r e o v i r u s  3  mRNA a r e  sh own i n  F i g u r e  3 7  and 
F i g u r e  3 9 ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  r a d i o a c t i v e  l a b e l  
i n  t h e s e  r e a c t i o n s  w as  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  q u a n t i t y  o f  mRNA 
a d d e d ,  o v e r  t h e  r a n g e  t e s t e d  ( F i g u r e  3 8  an d F i g u r e  4 0 ) .
A d i r e c t  c o m p a r i s o n  wa s made o f  t h e  a b i l i t y  o f  CPV and r e o v i r u s  3 
mRNAs t o  s t i m u l a t e  e l o n g a t i o n .  F i g u r e  41 s ho w s  t h a t  CPV mRNA i s  
m o r e  e f f i c i e n t .  T h e  r a t e  i s  2 . 6  t i m e s  f a s t e r  f o r  t h e  C P V - p r i m e d  
r e a c t i o n  c o m p a r e d  t o  t h a t  p r i m e d  b y  r e o v i r u s  3  mRNA.
T h e  p o l y m e r a s e  r e a c t i o n  p r o g r e s s e d  a t  a n  a p p r o x i m a t e l y  l i n e a r  
r a t e  o v e r  6 0  m i n u t e s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  CPV mRNA
( F i g u r e  3 7  a n d  4 5 ) .  T h i s  r a i s e d  t h e  q u e s t i o n  o f  w h a t  p r o p o r t i o n  
o f  t h e  i n p u t  v i r i o n  RNA w as  b e i n g  t r a n s c r i b e d .  C a l c u l a t i o n  1 
s h o w s  t h a t  a f t e r  2  h o u r s  mRNA e q u i v a l e n t  t o  t h e  i n p u t  v i r i o n  RNA 
h a d  b e e n  t r a n s c r i b e d .  I n c u b a t i o n  f o r  p e r i o d s  o f  l o n g e r  th a n  
2  h o u r s  d i d  n o t  i n c r e a s e  t h i s  p r o p o r t i o n  ( F i g u r e  4 2 > .  A s s u m i n g  
t h a t  f u l l - l e n g t h  t r a n s c r i p t s  w e r e  b e i n g  p r o d u c e d ,  t h i s  s u g g e s t s  
t h a t  r e i n i t i a t i o n  d o e s  n o t  o c c u r .
( i i )  P r i m i n g  a c t i v i t y  o f  C P V  mRNA p r o d u c e d  i n  d i f f e r e n t  r o u n d s
T h e  RNA p o l y m e r a s e  a c t i v i t y  o f  t y p e  1 CP V i s  s t i m u l a t e d  u p  t o  
6 0  t i m e s  b y  S - a d e n o s y l  m e t h i o n i n e  ( A d o M e t ) ,  ( F u r u i c h i ,  1 9 7 4 ) ,  b u t  
r e p e a t e d  p e l l e t i n g  o f  C PV  d u r i n g  p u r i f i c a t i o n  r e d u c e s  t h i s  e f f e c t
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C a l c u l a t i o n  I t  E s t i m a t e  o f  t h e  p r o p o r t i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r i o n  RNA 
t r a n s c r i b e o  i n  a  p o l y m e r a s e  r e a c t i o n  p r i m e d  w i t h  
CP V mRNA
I n f l u e n z a  t r a n s c r i p t a s e  r e a c t i o n s  c o n t a i n e d  2 , 5 0 0  h a u  i n  2 0 0  p i .
S i n c e  10™ HAU i s  e q u i v a l e n t  t o  30 0 pg p r o t e i n  t h i s  r e p r e s e n t s  
7 . 5  pg o f  p r o t e i n / 2 0 0  p i .
17. o f  i n f l u e n z a  v i r u s  i s  RN A,  t h e r e f o r e  7 . 5  x 10~™g R N A / 2 0 0  p i .
T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e  i n f l u e n z a  v i r u s  genom e i s  
a p p r o x i m a t e l y  4  x 10™ t h e r e f o r e  r e a c t i o n s  c o n t a i n e d :
7 . 5  x 1 0 —  / 4  x 10™ * 1 . 9  x 1 0 "* ™  m o l e s / r e a c t i o n
T h e  i n f l u e n z a  v i r u s  ge n om e  c o n s i s t s  o f  a p p r o x i m a t e l y  1 4 , 0 0 0  
n u c l e o t i d e s .  A s s u m i n g  t h a t  1/4 a r e  A r e s i d u e s :
1 . 9  x 1 0 " * ™  x ( 1 4 , 0 0 0 / 4 )  -  6 . 6  x 10“ ** m o l e s  o f  A
r e s i d u e s / r e a c t i o n
R a d i o a c t i v i t y  (C ™ H D - U T P > i n c o r p o r a t e d  i n t o  m a c r o m o l e c u l e s
■ 5 . 6  x 10™ c p m / 1 5  p i  ( F i g u r e  4 3 )
■ 7 . 5  x 10 * c p m / r e a c t i o n .
S i n c e  t h e  c o u n t i n g  e f f i c i e n c y  o f  C™HJ on  f i l t e r s  i n  t h e  LK B  
c o u n t e r  u s e d  * 127. t h e r e  w e r e  6 . 3  x 10™ d p m / r e a c t i o n .
T h e  s p e c i f i c  r a d i o a c t i v i t y  o f  C H3—U T P  w as  9 . 3  x l O  d p m / m o l e .  
T h e r e f o r e :
n o .  o f  m o l e c u l e s  o f  UMP i n c o r p o r a t e d
P r o d u c t / s u d s t r a t e  t h e r e f o r e  ■ 6 . 7  x 10 / 6 . 6  x 10
i . e .  mRNA e q u i v a l e n t  t o  t h e  q u a n t i t y  o f  i n p u t  RNA w as
t r a n s c r î O e d .
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( P a y n e  a n d  M e r t e n s ,  1 9 8 3 ) .  A d o M e t a l s o  a c t s  a s  a  m e t h y l  d o n o r  i n  
t h e  m e t h y l a t i o n  o f  mRNA c a p s  ( F u r u i c h i ,  1 9 7 4 ) .  S i n c e  CPV 
p a r t i c l e s  w e r e  p e l l e t e d  b e t w e e n  r o u n d s  o f  s y n t h e s i s  i t  was 
p o s s i b l e  t h a t  t h e  mRNAs p r o d u c e d  m i g h t  v a r y  i n  t h e  e x t e n t  o f  
m e t h y l a t i o n  an d t h i s  w o u l d  a f f e c t  t h e  a b i l i t y  t o  p r i m e  i n f l u e n z a  
v i r u s  t r a n s c r l p t i o n  b e c a u s e  o n l y  c a p  1 s t r u c t u r e s ,  m*Qp p p A m > _ , f 
a r e  e f f i c i e n t l y  r e c o g n i s e d  b y  t h e  P B 2  p r o t e i n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  
( B o u l o y  B t  aj_.  , 1 9 7 9 ) .  H o w e v e r ,  mRNA f r o m  d i f f e r e n t  r o u n d s  o f
s y n t h e s i s  w e r e  e q u a l l y  c o m p e t e n t  i n  s t i m u l a t i n g  e l o n g a t i o n  
( F i g u r e  4 3 ) .  H a v i n g  e s t a b l i s h e d  t h i s ,  t h e  mRNAs f r o m  s u c c e s i v e  
r o u n d s  w e r e  p o o l e d .
( l i i )  P r i m i n g  o f  i n i t i a t i o n  r e a c t i o n s  b y  mRNA.
C P V  a n d  r e o v i r u s  3 mRNAs w e r e  a d d e d  t o  i n f l u e n z a  v i r u s  i n i t i a t i o n  
a s s a y s .  U n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  c a p p e d  mRNAs a r e  r e c o g n i s e d ,  
c l e a v e d  a t  A r e s i d u e s  1 0 - 1 3  n u c l e o t i d e s  f r o m  t h e  c a p  p r o d u c i n g  
p r i m e r  f r a g m e n t s  t o  w h i c h  C 3 a p ] - G T P  i s  a d d e d  a t  t h e  3 - e n d s .  T h e  
p r o d u c t s  i n c l u d e  i n i t i a t i o n  f r a g m e n t s  1 2 - 1 5  n u c l e o t i d e s  i n  l e n g t h  
( 1 0 - 1 3  n u c l e o t i d e s  p l u s  G r e s i d u e s  a t  t h e  c a p  a n d  3 '  e n d )  a n d  
l a b e l l e d  w i t h  3 * P .  T h e s e  i n i t i a t i o n  f r a g m e n t s  w e r e  a n a l y s e d  b y  
P AG E u n d e r  c o n d i t i o n s  c a p a b l e  o f  r e s o l v i n g  s h o r t  p i e c e s  o f  RNA 
d i f f e r i n g  i n  l e n g t h  b y  a  s i n g l e  b a s e .  M u l t i p l e  i n i t i a t i o n  
f r a g m e n t s  w e r e  e x p e c t e d  f r o m  r e a c t i o n s  p r i m e d  b y  b o t h  r e o v i r u s  3 
a n d  C P V  mRNA.  I n  t h e  r e a c t i o n s  p r i m e d  b y  r e o v i r u s  mRNA o n l y  on e  
s i z e  w a s  p r o d u c e d  ( F i g u r e  4 4 ) .  T h e  CP V m R N A - p r i m e d  r e a c t i o n  
y i e l d e d  i n i t i a t i o n  f r a g m e n t s  o f  3  s i z e s ,  w i t h  a  f o u r t h  b a n d  
v i s i b l e  on  l o n g e r  e x p o s u r e s .
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MO mRNA l O  11 13 14
F i g u r a  43* C o m p a r i s o n  o * p r i m i n g  a c t i v i t y  o-f CP V mRNA ♦ro m 
d i f f a r a n t  r o u n d s  o-f s y n t h s s i s
T r a n s c r i p t a s *  r s a c t i o n  m i x t u r a s  (2 0 0  u l > c o n t a i n s d  3 . 3  x 10 * h a u  
o*  ( F P V / R . P R / 8 >  and t h a  q u a n t i t i a s  o* CP V mRNA s h o w n .  T h a  
T C A - i n s o l u b  l a  r a d i o a c t i v i  t y  i n  13 u l  s a m p l a s  x a s  d a t a r m i n e d  a 'f t a i  
i n c u b a t i o n  ( o r  120 m i n u t a s  a t  3 0  C .
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F i g u r «  4 4 :  PAGE a n a l y s i s  o f  t h «  p r o d u c t s  o f  i n i t i a t i o n  r e a c t i o n s  
p r i m « d  w i t h  r t o v i r u *  3  a n d  CPV mRNA
T h «  RNA p r o d u c t s  o f  i n i t i a t i o n  r e a c t i o n s  w e r e  s « p a r a t « d  on a 16’/. 
P o l y a c r y l a m i d «  g « l .  R e o v i r u s  3 ( R )  a n d  CPV <C> mRNA* w a r «  u s « d  ti  
p r i m «  r e a c t i o n s .  C2 i s  a  l o n g e r  e x p o s u r e  o f  C l  a n d  L » o l i g o  d T
l a d d e r .
3 .  D I S C U S S I O N
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R a o v i r u s  mRNAs w e r e  p r o d u c e d  f o r  u s e  a s  p r i m e r s  t o  a s s a y  
m R N A - d e p e n d e n t  t r a n s c r l p t i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  j^n v i t r o .
T a b l e  14 s h o w s  t h a t  t h e  m o l a r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  C P V  a n d  r e o v i r u s  
3  mRNAs r e q u i r e d  t o  g i v e  t h e  same l e v e l  o f  i n c o r p o r â t i o n  o f  
r a d i o a c t i v i t y  w e r e  9 , 5 0 0  a n d  1 , 9 0 0  t i m e s  l o w e r  r e s p e c t i v e l y  t h a n  
A p G ,  i n  a g r e e m e n t  w i t h  v a l u e s  p u b l i s h e d  b y  B o u l o y  e t  a l . ( 1 9 7 9 )
a n d  Ka w ak a m l an d I s h l h a m a  ( 1 9 8 3 ) .
T h e  p r o d u c t s  o f  i n i t i a t i o n  a s s a y s  p r i m e d  w i t h  r e o v i r u s  3  mRNA 
w e r e  n o t  a s  e x p e c t e d :  o n l y  a  s i n g l e  s i z e  o f  i n i t i a t i o n  f r a g m e n t  
w as  s e e n  when 3  s i z e s  o f  f r a g m e n t  w e r e  e x p e c t e d .  T h e  I n c o m p l e t e  
s e q u e n c e  d a t a  f o r  CPV s u g g e s t s  t h a t  i n i t i a t i o n  f r a g m e n t s  o f  2  
s i z e s  s h o u l d  b e  p r o d u c e d ,  b u t  i n  f a c t  2 - 4  b a n d s  w e r e  s e e n  
( F i g s .  4 4  a n d  4 9  o f  S e c t i o n  I I ) .  T h i s  p a t t e r n  w o u l d  b e  p r o d u c e d  
i f  a  s i n g l e  C a * p  3 - GM P  m o i e t y  wa s a d d e d  t o  p r i m e r  f r a g m e n t s  o f  
d i s c r e t e  s i z e s  b u t  c o u l d  a l s o  a r i s e  b y  e x t e n s i o n  o f  a  s i n g l e  
p r i m e r  f r a g m e n t  b y  a d d i t i o n  o f  m u l t i p l e  C * * p ] - G M P  m o i e t i e s  a s  
d e s c r i b e d  b y  P l o t c h  e t  aj_ .  ( 1 9 8 1 ) .  S i n c e  a  m i x e d  p o p u l a t i o n  o f  
mRNA wa s u s e d ,  t h e r e  i s  n o  w a y  o f  d i s t i n g u i s h i n g  b e t w e e n  t h e s e  
t w o  p o s s i b i l i t é s .
A t t e m p t s  w e r e  made t o  d e t e r m i n e  t h e  s i z e  o f  t h e  i n i t i a t i o n  
f r a g m e n t s  b y  c o m p a r i s o n  w i t h  a  s e r i e s  o f  o l i g o  d T  m a r k e r s  w i t h  a  
s i z e  r a n g e  q u o t e d  a s  4 - 2 2  n u c l e o t i d e s .  I f  t h e  f a s t e s t  m i g r a t i n g  
s p e c i e s  i s  4  n u c l e o t i d e s  l o n g  ( s e e  F i g .  4 4  a n d  F i g .  4 9  o f  R e s u l t s  
a n d  D i s c u s s i o n  S e c t i o n  I I )  t h e n  t h e  I n i t i a t i o n  f r a g m e n t s  m i g r a t e d  
i n  t h e  same  p o s i t i o n  a s  s p e c i e s  o f  9 ,  1 0 ,  11 a n d  1 2  n u c l e o t i d e s .  
I n i t i a t i o n  f r a g m e n t s  o f  1 2 - 1 5  n u c l e o t i d e s  i n  l e n g t h  w e r e  
a n t i c i p a t e d .  T h e  s h o r t f a l l  o f  3  n u c l e o t i d e s  may b e  t h e  r e s u l t  o f  
o n e  o r  a  c o m b i n a t i o n  o f  t h e  f o l l o w i n g .  T h e  f a s t e s t
m i g r a t i n g  b a n d  o f  t h e  o l i g o  d T  m a r k e r s  c o - m i g r a t e d  w i t h  t h e  
b u f f e r  f r o n t  and may t h e r e f o r e  m a rk  t h e  p o s i t i o n  o f  m o l e c u l e s  
l o n g e r  t h a n  4 n u c l e o t i d e s .  T h e  o l i g o  d T  p r e p a r a t i o n  may n o t  
c o n t a i n  t h e  r a n g e  o f  s i z e s  s p e c i f i e d ;  f o r  e x a m p l e ,  some 
p r e p a r a t i o n s  c o n t a i n e d  m o r e  t h a n  19 b a n d s  ( F i g u r e  4 9 )  .  T h e  
p r e s e n c e  o f  t h e  5"  c a p  i n  i n i t i a t i o n  f r a g m e n t s  m a y  a f f e c t  
m o b i l i t y .  A l t e r n a t i v e l y ,  i t  may b e  t h a t  FP V  c l e a v e s  s h o r t e r  
p r i m e r  f r a g m e n t s  t h a n  MSN.  A r e d u c t i o n  o f  3  b a s e s  w o u l d  y i e l d  
i n i t i a t i o n  f r a g m e n t s  11 a n d  12 n u c l e o t i d e s  l o n g  a n d  a d i f f e r e n c e  
o f  4 b a s e s  w o u l d  y i e l d  p r i m e r  f r a g m e n t s  o f  a  s i n g l e  s i z e  
(1 1  n u c l e o t i d e s )  f r o m  r e o v i r u s  3  mRNA.  D i f f e r e n c e s  i n  
t r a n s c r  i p  t a s e  s p e c i f i c i t y  b e t w e e n  s t r a i n s  a r e  u n l i k e l y  s i n c e  
s e q u e n c e  i n f o r m a t i o n  s u g g e s t s  t h e  p o l y m e r a s e  p r o t e i n s  a r e  h i g h l y  
c o n s e r v e d  ( M c C a u l e y  a n d  M a h y ,  1 9 8 3 ;  R o b e r t s o n  e t  a  1 . ,  1 9 8 4 ;  
R o d i t i  a n d  R o b e r t s o n ,  1 9 8 4 ;  K e m d l r i m  ejt al_.  , 1 9 8 6 ) .
T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  h e r e  s ho w  t h a t  CPV mRNA i s  a  m o r e  e f f i c i e n t  
p r i m e r  t h a n  r e o v i r u s  3  mRNA on a w e i g h t  b a s i s  ( F i g u r e  4 1 )  a n d  b y  
c o m p a r i s o n  t o  ApG on a m o l a r  b a s i s  ( T a b l e  1 4 ) .  T h i s  mRNA 
p r e p a r a t i o n  a l s o  g a v e  p r o t e i n s  w i t h  m o l e c u l a r  w e i g h t s  
c o r r e s p o n d  i n g  t o  CPV p r o t e i n s  whe n t r a n s l a t e d  i n  v i  t r o  a n d  was 
u s e d  i n  a l l  s u b s e q u e n t  e x p e r i m e n t s .
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S E C T I O N  I l s  T h e  e f f e c t  o f  n e u t r a l i s a t  i o n  on 
t r a n s c r  i p t a s e  a c t i v i t y  ¿n^ v  1 t r o
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P o s s e e  ( 1 9 8 1 )  an d P o s s e e  e t  al_ .  <1 98 2 )  r e p o r t e d  t h a t  t h e  
t r a n s c r i p t a s e  a c t i v i t y  o f  t w o  i n f l u e n z a  v i r u s e s  was i n h i b i t e d  b y  
n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y .  When F P V  w as  t r e a t e d  w i t h  a p o l y c l o n a l  
a n t i b o d y  s p e c i f i c  f o r  t h e  H A ,  t r a n s c r î p t a s e  a c t i v i t y  w as  7 - f o l d  
l o w e r  t h a n  t h e  c o n t r o l .  T h e  t r a n s c r i p t a s e  a c t i v i t y  o f  t h e  X - 4 9  
r e a s s o r t a n t  w a s  i n h i b i t e d  9 - f o l d  b y  a m o n o c l o n a l  n e u t r a l i s i n g  
I g G .  T h e  q u a n t i t i e s  o f  a n t i b o d y  u s e d  r e d u c e d  i n f e c t i v i t y  b y  99.9V.  
o r  m o r e  i . e .  t h e  i n h i b i t i o n  o f  t r a n s c r  i p t a s e  w a s  n o t  p r o p o r t i o n a l  
t o  n e u t r a l  i s a t i o n .  L a t e r  S h i m i z u  e t  al_. ( 1 9 8 5 )  s t u d i e d  t h e  
e f f e c t s  o f  a  p a n e l  o f  8  m o n o c l o n a l  I g G s  s p e c i f i c  f o r  t h e  HA o f  
i n f l u e n z a  v i r u s  A / A i c h i / 6 8 .  O n l y  o n e  o f  t h e s e  n e u t r a l i s e d  
i n f e c t i v i t y  a n d  i n h i b i t e d  t r a n s c r i p t a s e  a c t i v i t y  < 5 . 6 - f o l d ) .  Of  
t h e  r e m a i n d e r ,  f o u r  n e u t r a l i s e d  i n f e c t i v i t y  b u t  d i d  n o t  i n h i b i t  
t r a n s c r i p t i o n  an d 3 ha d n o  e f f e c t  on n e u t r a l i s a t i o n  o r  
t r a n s c r i p t a s e  a c t i v i t y .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  t h e  e p i t o p e s  t h a t  
m e d i a t e  i n h i b i t i o n  o f  t r a n s c r î p t i o n  a r e  a s u b - s e t  o f  t h e  
n e u t r a  1 i s a t i o n  d e t e r m i n a n t s .  H o w e v e r ,  m a p p i n g  o f  t h e  b i n d i n g  
s i t e s  o f  t h e s e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  h a s  n o t  b e e n  d o c u m e n t e d .
I n f l u e n z a  v i r u s  i s  u n i q u e  i n  t h e  m e c h a n is m  u s e d  t o  c a p  mRNA.  In  
v i v o  t h e  v i r u s  r e m o v e s  c a p s  f r o m  c e l l u l a r  mRNAs an d t h e s e  f o r m  
t h e  S '  e n d s  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  mRNAs.  T h i s  p r o c e s s  c a n  be 
m i m i c k e d  l n  v i t r o  a n d  t h e  p r e c i s e  m e c h a n i s m  i n v o l v e d  h a s  b e en  
e l u c i d a t e d  ( G e n e r a l  I n t r o d u c t i o n ,  P a r t  7 ( a ) ) .  T h e  t r a n s c r i p t a s e
e n z y m e  b i n d s  t o  t h e  5 ‘ c a p  o f  h e t e r o l o g o u s  mRNA a n d
i 5 7
e n d o n u c l e o l y t i c a l l y  c l e a v e s  t h e  d o n o r  mRNA a t  an A r e s i d u e  1 0 - 1 3  
n u c l e o t i d e s  f r o m  t h e  c a p .  I n i t i a t i o n  i n v o l v e s  a d d i t i o n  o f  t h e  
f i r s t  b a s e ,  i n v a r i a b l y  a G r e s i d u e ,  a n d  i s  f o l l o w e d  b y  e l o n g a t i o n  
( B r a a m  e_t al_.  , 1 9 B 3 )  . T h e  p r o d u c t  i s  i n f l u e n z a  v i r u s  mRNA w i t h  a 
s h o r t  h e t e r o l o g o u s  s e q u e n c e  c o v a l e n t l y  a t t a c h e d  t o  t h e  5  e n d .
Ca p  a n a l o g u e s  w i t h  t h e  s t r u c t u r e  «»’ ’GpppNm s t i m u l a t e  
t r a n s c r i p t a s e  a c t i v i t y  b u t  a r e  n o t  i n c o r p o r a t e d  i n t o  t r a n s c r i p t s  
( P e n n  a n d  M a h y ,  1 9 8 4 ;  Ka w ak a m i e t  a l . , 1 9 8 5 ) .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t
c a p p e d  mRNA s t i m u l a t e s  t r a n s c r i p t a s e  a c t i v i t y  a l  l o s t e r  i c a l l y , a s  
w e l l  a s  a c t i n g  a s  p r i m e r ,  b e c a u s e  PB2 i s  t h e  c a p - b i n d i n g  p r o t e i n  
an d PB1 c a r r i e s  o u t  i n i t i a t i o n  a n d  e l o n g a t i o n  ( B r a a m  e t  a l . ,
1 9 8 3 ) .
T h e  t r a n s c r  i p t a s e  a s s a y s  r e p o r t e d  b y  P o s s e e  e t  a_l_. < 1 9 8 2 )  and 
S h i m i z u  e t  al_.  ( 1 9 8 5 )  w e r e  p e r f o r m e d  e i t h e r  i n  t h e  a b s e n c e  o f  
p r i m e r  o r  u s i n g  A p G .  U n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  o n l y  e l o n g a t i o n  
o c c u r s  ( s e e  G e n e r a l  I n t r o d u c t i o n  P a r t  7 ( a ) ) .  F u n c t i o n a l  mRNA i s  
s y n t h e s i z e d  b y  i n f l u e n z a  v i r u s  o n l y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  c a p p e d  
h e t e r o l o g o u s  mRNA w h i c h  a c t s  a s  a  s o u r c e  o f  r e a d y - m a d e  5 "  c a p s .  
T h u s ,  i f  n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y  ha d b e e n  p r e d o m i n a n t l y  i n h i b i t i n g  
c a p  r e c o g n i t i o n ,  a l l o s t e r i c  s t i m u l a t i o n ,  o r  t h e  e n d o n u c l e a s e  
f u n c t i o n ,  e l o n g a t i o n  w o u l d  n o t  h a v e  b e e n  a n  a p p r o p r i a t e  p a r a m e t e r  
t o  m e a s u r e s  I n a c t i v a t i o n  o f  t h e  c a p - u t i l i s i n g  f u n c t i o n s  c o u l d  
r e d u c e  i n f e c t i v i t y  w i t h o u t  h a v i n g  a  p r o f o u n d  e f f e c t  o n  e l o n g a t i o n  
i n  v i  t r o .
T h i s  s e c t i o n  d e s c r i b e s  e x p e r i m e n t s  d e s i g n e d  t o  t e s t  t h e  
h y p o t h e s i s  t h a t  n e u t r a 1 i s a t i o n  i n a c t i v a t e s  t h e  c a p - u t i l i s i n g  
f u n c t i o n s  o f  i n f l u e n z a  v i r u s .
2 .  R E S U L T S
( a )  T r a n s c r i p t a s e  a c t i v i t y  o f  v i r u s  r e a c t e d  w i t h  m o n o c l o n a l  
a n t i b o d y
T h e  s i m p l e s t  m e a n s  o f  a s s a y i n g  t h e  c a p - u t i l i s i n g  f u n c t i o n s  i s  b y  
m R N A - d e p e n d e n t  e l o n g a t i o n  a s s a y s .  T h e s e  i n c l u d e d  CP V mRNA an d a l l  
f o u r  r l b o n u c l e o s 1 d e  t r i p h o s p h a t e s ,  o n e  o f  w h i c h  b e i n g  
r a d l o l a b e l l e d  t o  a l l o w  t h e  r e a c t i o n  t o  b e  m o n i t o r e d .
F i g u r e  45  s h o w s  t h e  t r a n s c r i p t a s e  a c t i v i t y  o f  v i r u s  a f t e r  
i n c u b a t i o n  w i t h  s p e c i f i c  a n t i b o d y .  V i r u s  w as  e i t h e r  n e u t r a l i s e d  
b y  9 9 .9 9 V .  w i t h  a  m o n o c l o n a l  a n t i - H A  I g G  o r  i n c u b a t e d  w i t h  a n t i - N A  
Ig G  a s a  c o n t r o l .  T h e  l a t t e r  b i n d s  t o  t h e  v i r u s  b u t  d o e s  n o t  
n e u t r a l i s e  i n f e c t i v i t y .  T h e  k i n e t i c s  o f  t h e  t r a n s c r i p t a s e  
r e a c t i o n  a r e  s i m i l a r  r e g a r d l e s s  o f  t h e  a n t i b o d y  u s e d  t o  t r e a t  t h e  
v i r u s .  T h e  n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y  r e d u c e d  t r a n s c r i p t a s e  a c t i v i t y ,  
b u t  t h e  m a xim u m  I n h i b i t i o n  w as  l e s s  t h a n  2 - f o l d .  T h i s  i s  n o t  
s i g n i f i c a n t  c o m p a r e d  t o  t h e  5  t o  9 - f o l d  i n h i b i t i o n  s e e n  b y  o t h e r s  
( P o s s e e  e t  a_l_. ,  1 9 8 2 ;  S h i m i z u  e t  al_. ,  1 9 8 5 ) .
F i g u r e  4 6  i s  a  s u m m a r y  o f  10 e x p e r i m e n t s  u s i n g  t h e  HC 2  a n d  2R6 
m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  w h e r e  t h e  t r a n s c r i p t a s e  a c t i v i t y  o f  
n e u t r a l i s e d  a n d  n o n - n e u t r a l i s e d  v i r u s  w e r e  c o m p a r e d .  T h i s  s h o w s  
t h a t  t h e  t r a n s c r i p t a s e  a c t i v i t y  o f  v i r u s  t r e a t e d  w i t h  
n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y  was r e d u c e d  b y  1 . 3 — f o l d .  F o r  a l l  t h e  
e x p e r i m e n t s  n e u t r a l i s a t i o n  w as  9 9 .9 V .  o r  m o r e  a n d  i t  i s  c o n c l u d e d  
t h a t  t h i s  n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y  d o e s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e  
t r a n s c r i p t a s e  a c t i v i t y  m e a s u r e d  b y  m R N A - d e p e n d e n t  e l o n g a t i o n
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OJ
N o n — naut. 
Nout.
I n h i b i t i o n  1 . 7  1 . 9  1 . 7  1 . 4
( N o n - N .  / N e u t . )
F i g u r s  4 5 :  K i n e t i c s  o-f t r a n t e r  i p  t a s s  r a a c t i o n »  o i  n o n - n a u t r a l i w  
an d n e u t r a l  i s c d  v i r u s  i_n^  v i t r o
E a c h  r e a c t i o n  m i x t u r e  (2 0 0  u l  > c o n t a i n e d  3 . 5  x 10 * HAU o i  
( F P V / R . P R / 8 )  v i r u s  <H7 N1)  w h i c h  ha d  b s s n  i n c u b a t e d  w i t h  s i t h s r  
a n t i - H A  <HC2> o r  a n t i - N A  ( 2 R 6 )  I g G  <16 u g / 1 0 *  H A U > .  T h s  
i n a c t i v i t y  o*  n e u t r a l i s e d  v i r u s  <0> was 9 9 .9 9 7 .  l o w e r  t h a n  t h a t  
o * n o n —n e u t r a l i s e d  v i r u s  <•>.  CPV mRNA < 7 . 5  u g / r s a c t i o n )  was 
a d d e d  a s  p r i m e r .  D u p l i c a t e  s a m p l e s  <1 5 i l l )  w s r s  w i t h d r a w n  a t  the 
t i m e s  s ho w n  and t h e  T C A - i n s o l u b l e  r a d i o a c t i v i t y  d e t e r m i n e d .  
A s s a y s  w e r e  p e r  f o r m e d  i n  d u p l i c a t e  a n d  t h s  mean f o r  d u p l i c a t s  
a s s a y s  i s  p l o t t s d .
1 6 0
Non-neut. Neut.
I g G  s p e c i f i c i t y :  a n t i - N A
B i n d i n g :  ♦
I g G  c i o n « :  2R6 HC2
F i g u r «  4 6 :  T r a n s c r  i p  t a s e  a c t i v i t y  o  f  v i r u s  a f t e r  i n c u b a t i o n  w i t h  
m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s
S u m m a r y  o f  t h «  r e s u l t s  o f  10 e x p e r i m e n t s  w h e r e  t r a n s c r i p t a s e  
a c t i v i t y  o f  ( F P V / R . P R / B )  v i r u s  w a s  a s s a y e d  i £  v i t r o  a f t e r  
i n c u b a t i o n  w i t h  s p e c i f i c  I g G s .  T r a n s c r i p t a s e  r e a c t i o n  m i x t u r e s  
c o n t a i n i n g  CPV mRNA w e r e  s a m p l e d  a f t e r  6 0  m i n u t e s  a t  3 0  C an d 
f i 1 t e r - p r e c i p i t a b l e  r a d i o a c t i v i t y  d e t e r m i n e d .  T h e  i n c o r p o r a t i o n  
o f  r a d i o l a b e l  i n  r e a c t i o n s  c o n t a i n i n g  v i r u s  t r e a t e d  w i t h  a n t i - N A  
I g G  w a s  d e f i n e d  a s  1 an d t h e  t r a n s c r i p t a s e  a c t i v i t y  o f  
n e u t r a l i s e d  v i r u s  c a l c u l a t e d  r e l a t i v e  t o  t h i s .  V a l u e s  f o r  
i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s  a r e  d e n o t e d  b y O «  I n  » v e r y  e x p e r i m e n t  
v i r u s  t r e a t e d  w i t h  a n t i - H A  w a s  n e u t r a l i s e d  b y  9 9 . 9 9 7 .  o r  m o r e .
<b> T r a n s c r  l p t a s e  a c t i v i t y  o f  v i r u s  r e a c t e d  w i t h  p o l y c l o n a l
a n t i b o d y
R e s u l t s  o f  e x p e r i m e n t s  u s i n g  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  may b e  o f  
l i m i t e d  r e l e v a n c e  b e c a u s e  o f  t h e  f i n e  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  
p a r a t o p e .  T h e r e f o r e ,  t r a n s c r 1p t a s e  a c t i v i t y  w as  a s s a y e d  a f t e r  
n e u t r a l i s a t i o n  w i t h  a  p o l y c l o n a l  r a b b i t  a n t i s e r u m  w h i c h  w o u l d  be 
e x p e c t e d  t o  c o n t a i n  a n t i b o d y  t o  s o m e ,  i f  n o t  a l l ,  a n t i g e n i c  s i t e s  
an d many e p i t o p e s .  ( H o w e v e r ,  t h i s  a s s u m p t i o n  may n o t  b e  v a l i d - s e e  
D i s c u s s i o n ,  b e l o w ) .
S i n c e  a n t i - N P  a n t i b o d i e s  i n h i b i t  t r a n s c r i p t a s e  a c t i v i t y  ( v a n  Wyke 
e t  a 1.  , 1 9 8 1 )  v i r u s - a n t i b o d y  c o m p l e x e s  w e r e  s e p a r a t e d  f r o m  f r e e
a n t i b o d y  b y  c e n t r i f u g a t i o n  b e f o r e  a s s a y i n g  t r a n s c r i p t a s e  
a c t i v i t y .  T h i s  p r e v e n t s  a n t i b o d i e s  t o  i n t e r n a l  p r o t e i n s  w h i c h  may 
be  p r e s e n t  f r o m  r e a c t i n g  a f t e r  d i s r u p t i o n  o f  t h e  v i r i o n  w i t h  
d e t e r g e n t .  T r a n s c r i p t a s e  a c t i v i t y  o f  n e u t r a l i s e d  v i r u s  wa s 
c o m p a r e d  t o  v i r u s  r e a c t e d  w i t h  n o n - n e u t r a l i s i n g  a n t i - H A ,  r a i s e d  
a g a i n s t  b r o m e l a i n - t r e a t e d  v i r u s ,  an d I g G  f r o m  p r e - i m m u n e  s e r u m .  
F i g u r e  47  s h o w s  t h a t  t r a n s c r l p t a s e  a c t i v i t y  w a s  u n a f f e c t e d  b y  
p o l y c l o n a l  I g G  d e s p i t e  t h e  i n f e c t i v i t y  o f  t h e  n e u t r a l i s e d  v i r u s  
b e i n g  r e d u c e d  b y  9 9 . 9 % .
T h e  r e s u l t s  p r e s e n t e d  a b o v e  s h o w  t h a t  t h e r e  i s  n o  s i g n i f i c a n t  
r e d u c t i o n  i n  t r a n s c r i p t a s e  a c t i v i t y  a f t e r  n e u t r a l i s a t i o n .  T h i s  i s  
s t r o n g  b u t  i n d i r e c t  e v i d e n c e  t h a t  t h e  c a p - u t i l i s i n g  f u n c t i o n s  a r e  
n o t  a f f e c t e d  b y  n e u t r a l i s a t i o n .  T h i s  i n v e s t i g a t i o n  w as  c o n t i n u e d  
b y  m e a s u r i n g  a l l o s t e r i c  s t i m u l a t i o n ,  p a r t  < c > ,  a n d  u t i l i s a t i o n  o f  
c a p p e d  mRNA b y  a n a l y s i s  o f  t h e  p r o d u c t s  o f  t h e  i n i t i a t i o n  o f
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I g G  A n t i - H 7 N 2  A n t i - B r H 7 N l  p r » i m m u n »
(WR69)  <WR59> ( W R 6 9 p I )
A n t i - B r H 7 N l » I g G  ♦ro m a n t i s e r u m  r a i s e d  a g a i n s t  
b r o m e l a i n  t r » a t » d  H7N2 v i r u s .
Figurs 47i Tranteriptase activity of virus aft»r incubation with 
IgG from polyclonal antisera
( F P V / R . P R / B )  v i r u s  w as  i n c u b a t e d  w i t h  I g G  <60 u g / 1 0 *  H A U )  an d 
v i r u s - a n t i b o d y  c o m p l e x e s  p s l l s t s d  t h r o u g h  37. s u c r o s e  a n d  
r e s u s p e n d e d .  T r a n t e r i o t a s e  a s s a y s  ( l O O  u 1 > c o n t a i n e d  
a p p r o x i m a t e l y  4 x 1 0 3 HAU an d 3 ug o f  CP V mRNA.  T h s  T C A - i n s o l u b  l c  
r a d i o a c t i v i t y  i n  d u p l i c a t s  1 0  ail s a m p l e s  <0> w as  d e t e r m i n e d  a f t s r  
i n c u b a t i o n  f o r  3 0  m i n u t e s  a t  3 0 ° C .
( c )  A l l o s t e r i c  s t i m u l a t i o n  o f  t r a n s c r i p t i o n  b y  c a p  a n a l o g u e  
m*GpppAm
A l l o s t e r i c  s t i m u l a t i o n  o f  t r a n s c r i p t i o n  Mas m e a s u r e d  i n  
e l o n g a t i o n  a s s a y s  c o n t a i n i n g  c a p  a n a l o g u e  m^GpppAm. T h e  r e s u l t s  
i n  F i g u r e  4 0  s ho w  t h a t  t h e  t r a n s c r l p t a s e  a c t i v i t y  o f  
n o n - n e u t r a l  i s e d  v i r u s  wa s s t i m u l a t e d  « - ■ f o l d  b y  t h i s  c a p  a n a l o g u e .  
T h i s  i s  a p p r o x i m a t e l y  t h e  s a m e  a s  t h a t  r e p o r t e d  b y  o t h e r  a u t h o r s  
( P e n n  a n d  M a h y ,  1 9 8 4 ;  K a w a k a m i  e t  al_. , 1 9 8 5 ) .  T h e  t r a n s c r i p t a s e  
a c t i v i t y  o f  n e u t r a l i s e d  v i r u s  w a s  a l s o  4 - f o l d  h i g h e r  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  c a p  a n a l o g u e .  H o w e v e r ,  c o m p a r e d  t o  t h e  
n o n - n e u t r a  1 1 s e d  v i r u s ,  t h e  t r a n s c r i p t a s e  a c t i v i t y  o f  n e u t r a l i s e d  
was r e d u c e d  b y  1 . 2 — f o l d .  T h e r e f o r e  n e u t r a l i s a t i o n  d o e s  n o t  
p r e v e n t  a l l o s t e r i c  s t i m u l a t i o n  n o r  d o e s  i t  r e s u l t  i n  a 
s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n  i n  t r a n s c r  l p t a s e  a c t i v i t y .
<d> A s s a y  o f  t h e  i n i t i a t i o n  r e a c t i o n  o f  R N A  s y n t h e s i s
I n i t i a t i o n  w as  a s s a y e d  i n  r e a c t i o n s  c o n t a i n i n g  CPV mRNA b u t  o n l y  
o n e  r l b o n u c l e o s l d e  t r i p h o s p h a t e  <C«  3 * P ] - G T P ) .  U n d e r  t h e s e  
c o n d i t i o n s  c a p  b i n d i n g ,  c l e a v a g e  an d i n i t i a t i o n  o c c u r ,  b u t  t h e r e  
i s  n o  e l o n g a t i o n .  T h e  p r o d u c t s  o f  t h e s e  r e a c t i o n s  i n c l u d e  p r i m e r  
f r a g m e n t s  1 1 - 1 4  n u c l e o t i d e s  l o n g  w i t h  C * * P D - G M P  i n c o r p o r a t e d  a t  
t h e  3 '  e n d .  F i g u r e  4 9  s h o w s  t h e  RNA f r a g m e n t s  p r o d u c e d  i n  
i n i t i a t i o n  a s s a y s  b y  v i r u s  t r e a t e d  w i t h  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s .  
Tw o s i z e s  o f  i n i t i a t i o n  f r a g m e n t  a r e  s e e n  a n d  t h e  r e a s o n s  f o r  
t h i s ,  a n d  s i z i n g  o f  t h e s e  f r a g m e n t s  h a s  b e e n  d i s c u s s e d  ( s e e  
D i s c u s s i o n ,  b e l o w  a n d  R e s u l t s  a n d  D i s c u s s i o n  S e c t i o n  I ) .  
R e g a r d l e s s  o f  w h i c h  I g G  w a s  u s e d  t o  t r e a t  t h e  v i r u s ,  t h e  
h e t e r o l o g o u s  mRNA w a s  r e c o g n i s e d ,  c l e a v e d  a n d  u s e d  a s  p r i m e r .
1 64
I g G  s p e c i f i c i t y  A n t i - N A  A n t i - H A  
I g G  c l o n e  2R 6 HC2
A n t i - N A  
2R6
A n t i - H A  
HC2
F i g u r e  4 8t  T r a n s c r i p t a s e  a c t i v i t y  o f  a n t i b o d y - t r e a t e d  v i r u s  i n  
t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  c a p  a n a l o g u e
E a c h  r e a c t i o n  m i x t u r e  <23 p i > c o n t a i n e d  2 . 2  x 1 0 *  HAU o f  
( F P V / R . P R / 9 )  v i r u s  w h i c h  ha d b e e n  i n c u b a t e d  w i t h  t h e  I g G  s how n 
<2 2 p g / 10 * H A U ) .  Ca p  a n a l o g u e  m^GpppAm w a s  i n c l u d e d  a s  s h o w n ^ ) * ) .  
D u p l i c a t e  3  p i  s a m p l e s  w e r e  w i t h d r a w n  a f t e r  6 0  m i n u t e s  a t  3 0  C 
a n d  t h e  T C A - i n s o l u b l e  r a d i o a c t i v i t y  d e t e r m i n e d .  T h e  v a l u e s  
p l o t t e d  a r e  t h e  m e a ns  o f  d u p l i c a t e  a s s a y s .  V i r u s  i n c u b a t e d  w i t h  
a n t i - H A  w as  n e u t r a l i s e d  b y  9 9 . 9 9 % .
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F i g u r e  4 9 :  PAGE o f  t h e  p r o d u c t s  o f  i n i t i a t i o n  a s s a y s  o f  
n o n - n e u t r a l i s e d  an d n e u t r a l i s e d  v i r u s
( F P V / R . P R / 8 )  v i r u s  ( 2 . S  x l O 3 H A U / a s s a y )  w as  I n c u b a t e d  a t  2 3 ° C  
■for 1 h o u r  w i t h  m o n o c l o n a l  a n t i - H A  (H C 2 )  ,  a n t i - N A  <2R6> <23 ug 
I g G / 1 0 *  HAU)  o r  P B S .  I n i t i a t i o n  a s s a y s  <30 u l ) c o n t a i n e d  3 ug o f  
CPV rnRNA. A f t e r  i n c u b a t i o n  f o r  1 h o u r  a t  3 0 ° C  t h e  RNA was 
e x t r a c t e d  a n d  a n a l y s e d  o n  a 167. p o l y a c r y l a m i d e  g e l .  T h e  l a b e l l e d  
p r o d u c t s  w e r e  d e t e c t e d  b y  a u t o r a d i o g r a p h y  a t  - 7 0 ° C  w i t h  an 
i n t e n s i f y i n g  s c r e e n .  N t  n e u t r a l i s e d  v i r u s  <99.997.  
n e u t r a l i s a t i o n ) ; U :  n o n - n e u t r a l i s e d  v i r u s ;  V i  v i r u s  i n c u b a t e d  
w i t h  PBS an d L :  5 '  l a b e l l e d  o l i g o  d T ^ _ M  l a d d e r  <B RL> ;  BPB m a r k s  
t h e  p o s i t i o n  o f  b r o m o p h e n o l  b l u e  d y e .
: 6 S
a p p a r e n t l y  w i t h  t h e  same  e f f i c i e n c y  a s v i r u s  t h a t  ha d  n o t  b e en  
t r e a t e d  w i t h  a n t i b o d y .  T h i s  i s  d i r e c t  e v i d e n c e  t h a t  t h e  
c a p - u t i l i s i n g  a c t i v i t i e s  o f  n e u t r a l i s e d  v i r u s  a r e  f u n c t i o n a l .
( e )  A c t i v a t i o n  o f  t r a n s c r i p t a s e  b y  m e l i t t i n .
B e f o r e  a s s a y i n g  t r  a n s c r  i p t a s e  a c t i v i t y  i_r  ^ v i  t r o  t h e  v i r i o n  h a s  t o  
b e  d i s r u p t e d  a n d  c o m m o n l y  t h e  n o n - i o n i c  d e t e r g e n t  N P 4 0  i s  u s e d .  
T h e  p r e c i s e  e f f e c t s  o f  d e t e r g e n t s  v a r y  d e p e n d i n g  on  t h e  a m o u n ts  
o f  v i r u s  a n d  d e t e r g e n t  u s e d  a n d  w i t h  v i r u s  s t r a i n .  Ka w a k a m i  and 
I s h i h a m a  < 1 9 8 3 )  s h o w e d  t h a t  N P 40  s o l u b i l i s e s  t h e  l i p i d  memb ran e 
a n d  a l s o  p a r t i a l l y  d i s r u p t s  t h e  p r o t e i n  s t r u c t u r e  o f  i n f l u e n z a  
v i r u s  s o  t h a t  H A ,  NA a n d  M a r e  d i s s o c i a t e d  f r o m  t h e  RNP c o r e .  F o r  
a n t i b o d y  t o  t h e  HA t o  e f f e c t  n e u t r a l i s a t i o n  b y  i n h i b i t i n g  
t r a n s c r  i p t a s e  a c t i v i t y  ( P o s s e e  e t  al_.  , 1 9 8 2 )  i t  i s  n e c e s s a r y  t o  
h y p o t h e s i s e  f i r s t l y  t h a t  t r a n s m e m b r a n e  c o m m u n i c a t i o n  m e d i a t e d  b y  
v i r a l  p r o t e i n s  o c c u r s  a n d  s e c o n d l y  t h a t  t h i s  i s  a l t e r e d  when 
v i r u s  i s  n e u t r a l i s e d .  I t  was o f  i n t e r e s t  t h e r e f o r e  t o  a c t i v a t e  
t r a n s c r l p t a s e  a c t i v i t y  o f  n e u t r a l i s e d  v i r u s  w i t h  a n  a g e n t  l i k e  
m e l i t t i n  w h i c h  w o u l d  n o t  be  e x p e c t e d  t o  i n t e r f e r e  w i t h  
p r o t e i n - p r o t e i n  i n t e r a c t i o n s .  M e l i t t i n  i s  a 2 6  a m i n o - a c i d  
p o l y p e p t i d e  p r e s e n t  i n  b e e  ve n o m  t h a t  a c t s  a s  an i o n o p h o r e  
( W i l l i a m s  a n d  B e l l ,  1 9 7 2 ) .  I t  h a s  b e e n  u s e d  t o  a c t i v a t e  v i r i o n  
e n z y m e s  o f  V S V  ( B o o n e  a n d  S k a l k a ,  1 9 8 0 ;  W i t t  e t  a  1 .  ,  1 9 8 1 ) ,  an 
a v i a n  r e t r o v i r u s  a n d  i n f l u e n z a  v i r u s  ( B o o n e  a n d  S k a l k a ,  1 9 8 0 ) .  
M e l i t t i n  a s s o c i a t e s  a s  t e t r a m e r s  i n  m e m b r a n e s  i n t r o d u c i n g  p o r e s  
t h a t  a l l o w  p a s s a g e  o f  s o l u t e s  b u t  d o e s  n o t  s o l u b i l i s e  m e m b ra n e s  
(D a w s o n  e t  al_.  ,  1 9 7 8 ) .
T h e  o p t i m u m  c o n c e n t r a t i o n  o f  m e l i t t i n  w a s  d e t e r m i n e d  an d 
t r a n s c r i p t a s e  a c t i v i t y  w as  0 . 5 - f o l d  o f  t h a t  o b t a i n e d  u s i n g  NP40
( s e e  M e t h o d s  a n d  O p t i m i s a t i o n s ,  P a r t  9 ( a ) ) .  M e l i t t i n  was u s e d  t o  
a s s a y  t r a n s c r  i p t a s e  a c t i v i t y  o f  v i r u s  t r e a t e d  w i t h  n e u t r a l i s i n g  
a n t i - H A  I g G  o r  a n t i - N A  I g G .  F i g u r e  5 0  s h o w s  t h a t  t r a n s c r i p t a s e  
a c t i v i t y  o f  n e u t r a l i s e d  v i r u s  was 1 . 4 - f o l d  l o w e r  t h a n  t h a t  f o r  
i n f e c t i o u s  v i r u s .  A g a i n  t h i s  r e d u c t i o n  i s  i n s i g n i f i c a n t  c o m p a r e d  
t o  t h a t  s e e n  b y  o t h e r  w o r k e r s  a n d  c o n s i d e r i n g  t h e  r e d u c t i o n  i n  
i n f e c t i v i  t y .
3 .  D I S C U S S I O N
T h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  n e u t r a l i s a t i o n  o f  i n f e c t i v i t y  was a s s o c i a t e d  
w i t h  i n h i b i t i o n  o f  some s t a g e  i n  t h e  u t i l i s a t i o n  o f  h e t e r o l o g o u s  
mRNA b y  t h e  t r a n s c r i p t a s e  e n z y m e  v  i t r o  h a s  b e e n  t h o r o u g h l y  
i n v e s t i g a t e d .  A l l  f o u r  s t a g e s ,  n a m e l y  c a p - b i n d i n g ,  a l l o s t e r i c  
s t i m u l a t i o n ,  e n d o n u c l e o l y t i c  c l e a v a g e  an d i n i t i a t i o n  o c c u r r e d  
a f t e r  n e u t r a l i s a t i o n .  A d d i t i o n a l l y  t h e  k i n e t i c s  o f  t h e  
t r a n s c r i p t a s e  r e a c t i o n  o f  n e u t r a l i s e d  v i r u s  w e r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  
o f  n o n - n e u t r a l i s e d  v i r u s .  P o l y c l o n a l  an d m o n o c l o n a l  n e u t r a l i s i n g  
a n t i b o d i e s  w e r e  u s e d  b u t  o n l y  w i t h  t h e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  was 
a n y  i n h i b i t i o n  o f  t r a n s c r i p t i o n  a p p a r e n t .  H o w e v e r ,  t h i s  
i n h i b i t i o n  w a s  s m a l l  an d j u d g e d  t o  be  i n s i g n i f i c a n t  c o m p a r e d  t o  
t h e  9 - f o l d  a n d  5 . 6 - f o l d  r e p o r t e d  b y  P o s s e e  e t  a_l_. ( 1 9 8 2 )  an d
S h i m i z u  e t  al_ .  < 1 9 8 5 )  r e s p e c t i v e l y .  U n f o r t u n a t e l y  t h e  a n t i b o d i e s  
u s e d  b y  P o s s e e  ( 1 9 8 1 )  w e r e  n o  l o n g e r  a v a i l a b l e  a s  i t  w o u l d  h a v e  
b e e n  o f  i n t e r e s t  t o  d e t e r m i n e  i f  t h e  m R N A - p r i m e d  t r a n s c r l p t i o n  
was i n h i b i t e d  t o  t h e  same e x t e n t  a s  e l o n g a t i o n .
A t  l e a s t  t w o  t y p e s  o f  n e u t r a l i s i n g  e p i t o p e  e x i s t ,  t h o s e  t h a t  
m e d i a t e  i n h i b i t i o n  o f  t r a n s c r i p t i o n  an d t h o s e  t h a t  d o  n o t  
( S h i m i z u  e t  al_.  ,  1 9 8 5 ) .  T h e  d a t a  p r e s e n t e d  h e r e  c a n  be r e c o n c i l e d
w i t h  t h o s e  o f  P o s s e e  ( 1 9 8 1 )  i f  i t  i s  a s s u m e d  t h a t  t h e  I g G s  f r o m
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t h e  p o l y c l o n a l  a n t i s e r u m  an d t h e  m o n o c l o n a l  I g G  w e r e  d i r e c t e d  t o  
e p i t o p e s  t h a t  d o n o t  m e d i a t e  i n h i b i t i o n  o f  t r a n s c r i p t i o n .  T h i s  
p o s s i b i l i t y  i s  e a s y  t o  a c c e p t  f o r  t h e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  g i v e n  
t h e  p r e c i s e  s p e c i f i c i t y  o f  t h e s e  r e a g e n t s  a n d  t h e r e  i s  e v i d e n c e  
t h a t  t h e  p a r a t o p e s  p r e s e n t  i n  p o l y c l o n a l  a n t i s e r a  a r e  n o t  o f  t h e  
b r o a d  s p e c i f i c i t y  e x p e c t e d .  L i m i t e d  a n t i - H A  r e s p o n s e s  h a v e  b e en  
d o c u m e n t e d  f o r  human ( N a t a l i  e t  a 1.  , 1981 s UJang e t  al_. , 1 9 8 6 )
a n d  a n i m a l  s e r a  ( L a v e r  e t  al_.  , 1 9 8 1 ) .  N a t a l i  e t  a 1.  ( 1 9 8 1 )  s ho w e d
t h a t  hu m a n  a n t i s e r a  a r e  o f t e n  u n a b l e  t o  b i n d  t o  a n t i g e n i c  
v a r i a n t s  s e l e c t e d  w i t h  a s i n g l e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y .  T h e s e  e s c a p e  
m u t a n t s  u s u a l l y  o n l y  v a r y  f r o m  t h e  p a r e n t  b y  a s i n g l e  a m i n o - a c i d  
( L a v e r  e t  a 1.  ,  1 9 8 0 ) .  E s c a p e  m u t a n t s  h a v e  a l s o  b e e n  g e n e r a t e d  
u s i n g  a  h y p e r i m m u n e  a n t i s e r u m  a n d  t h e s e  m u t a n t s  sh ow e d  an a l t e r e d  
r e a c t i v i t y  t o  o n l y  o n e  o f  s i x  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  ( T a y l o r  and 
D i m m o c k , u n p u b l i s h e d  r e s u l t s ) .  A  t r u l y  p o l y c l o n a l  a n t i s e r u m  w o u l d  
n o t  b e  e x p e c t e d  t o  s e l e c t  e s c a p e  m u t a n t s  s i n c e  t h e  m u t a t i o n  r a t e  
i s  t o o  l o w  f o r  m u t a n t s  t o  b e  g e n e r a t e d  w h e n  s e l e c t i o n  i s  c a r r i e d  
o u t  u s i n g  t w o  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  s p e c i f i c  f o r  d i f f e r e n t  
e p i t o p e s  ( V e w d e l l  e t  al_.  ,  1 9 7 9 ) .  T h u s ,  t h e  p o l y c l o n a l  a n t i s e r u m  
u s e d  m a y l a c k  t h e  p a r a t o p e  c a p a b l e  o f  i n h i b i t i n g  t r a n s c r i p t i o n .  
U n f o r t u n a t e l y  t h i s  r e a l i s a t i o n  cam e t o o  l a t e  f o r  me t o  a s s a y  t h e  
e f f e c t s  o f  o t h e r  m o n o c l o n a l  a n d  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  on  
t r a n s c r i p t a s e  a c t i v i t y .
S h i m i z u  e t  al_.  ( 1 9 8 5 )  p r o v i d e  c l e a r  e v i d e n c e  t h a t  n e u t r a l i s a t i o n  
i s  n o t  a c c o m p a n i e d  b y  i n h i b i t i o n  o f  t r a n s c r i p t a s e  a c t i v i t y  i n  
v i t r o . T h e  e f f e c t  o f  t h e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  t h a t  i n h i b i t e d  
t r a n s c r  i p t i o n  ( S h i m i z u  e t  al_.  , 1 9 8 5 )  w a s  r e v e r s e d  b y  i n c u b a t i n g
a n t i b o d y  t r e a t e d - v i r u s  w i t h  h i g h e r  c o n c e n t r  a t  i o n s  o f  N P 4 0 .  T h e s e  
a u t h o r s  c o n c l u d e  t h a t  t h e  i n h i b i t i o n  o f  t r  a n s c r  i p t a s e  s e e n  
v i t r o  i s  t h e  r e s u l t  o f  i n t e r f e r e n c e  i n  t h e  d i s r u p t i o n  o f  v i r u s
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S E C T I O N  I I I :  E f f e c t  o f  n e u t r a l i s a t i o n  on  
t r a n s c r  i p  t  i o n  v i v o
1.  I N T R O D U C T I O N
I n f l u e n z a  v i r u s  t r a n s c r  l p t  i o n  v i v o  c a n  b e  d i v i d e d  i n t o  two 
s t a g e s  on  t h e  b a s i s  o f  t h e  r e q u i r e m e n t  f o r  p r o t e i n  s y n t h e s i s .  T h e  
f i r s t  s t a g e  i s  p r i m a r y  t r a n s c r i p t i o n  a n d  o c c u r s  i n  t h e  p r e s e n c e  
o f  e y e l o h e x i m i d e , a n  i n h i b i t o r  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s .  D u r i n g  
p r i m a r y  t r a n s c r i p t i o n  t h e  i n p u t  v i r u s  s y n t h e s i z e s  mRNA u s i n g  
v i r i o n  RNA a s  t e m p l a t e .  I n  e y e l o h e x i m i d e - t r e a t e d  c e l l s ,  cRNA 
s y n t h e s i s  i s  o n l y  3 — 15% o f  t h a t  s e e n  i n  c o n t r o l s  ( M a r k  e t  a l . ,  
1 9 7 9 ) .  I f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  i s  n o t  i n h i b i t e d  s e c o n d a r y  
t r a n s c r i p t i o n  t a k e s  p l a c e :  mRNA i s  s y n t h e s i z e d  i n  l a r g e r  
q u a n t i t i e s  a n d  f u l l - l e n g t h  cRNA i s  p r o d u c e d  t o  s e r v e  a s  t e m p l a t e  
f o r  v RN A s y n t h e s i s  ( G e n e r a l  I n t r o d u c t i o n ,  P a r t  7 ) .
P o s s e e  e t  a_K ( 1 9 8 2 )  sh o w e d  t h a t  n e u t r a l i s e d  F P V / R  d i d  n o t  g i v e  
r i s e  t o  d e t e c t a b l e  l e v e l s  o f  RNA t r a n s c r i p t s  i n  C E F  c e l l s .  RNA 
w as  e x t r a c t e d  a n d  a n a l y s e d  a f t e r  3  h o u r s  a t  3 7 ° C ,  b y  w h i c h  t i m e  
s e c o n d a r y  t r a n s c r i p t i o n  w o u l d  b e  o c c u r r i n g .  T h i s  s a y s  t h a t  t h e  
r e p l i c a t i o n  o f  n e u t r a l i s e d  v i r u s  i s  i n t e r r u p t e d  p r i o r  t o  
s e c o n d a r y  t r a n s c r i p t i o n .  T h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  n e u t r a l i s e d  v i r u s  
c o u l d  d i r e c t  p r i m a r y  t r a n s c r i p t i o n ,  p r o d u c i n g  q u a n t i t i e s  o f  mRNA 
w h i c h  w e r e  u n d e t e c t a b l e  b y  t h e  m e t h o d  u s e d ,  r e m a i n e d  t o  b e  
t e s t e d .  P o s s e e  e t  al_ .  ( 1 9 8 2 )  d e t e c t e d  cRNA s y n t h e s i s  b y  
a n n e a l  l i n g  t h e  t o t a l  RNA e x t r a c t e d  f r o m  c e l l s  s o  t h a t  n e w l y  
s y n t h e s i z e d  cRN A w o u l d  p r o t e c t  t h e  C3 * P 3 - 1 a b e 11ed R N A  o f  t h e  
i n o c u l u m  v i r u s  f r o m  R N a s e  d e g r a d a t i o n .  T h e  a m o u n t  o f  v i r i o n  RNA 
i n  h y b r i d  m o l e c u l e s  w h i c h  i s  r e s i s t a n t  t o  r i b o n u c l e a s e  d i g e s t i o n  
i s  t h u s  a m e a s u r e  o f  t r a n s c r i p t i o n  ( B e a n  a n d  S i m p s o n ,  1973|
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S t e p h e n s o n  a n d  D i m m o c k ,  1 9 7 5 )  b a t  t h i s  m e t h o d  i s  n o t  s e n s i t i v e  
e n o u g h  t o  d e t e c t  p r i m a r y  t r a n s c r i p t i o n  ( P o s s e e ,  1 9 B 1 ) .  I n  t h e  
e x p e r i m e n t s  d e s c r i b e d  h e r e  p r i m a r y  t r a n s c r i p t i o n  wa s d e t e c t e d  b y  
d o t  b l o t  h y b r i d i s a t i o n .
I n  t h e  p r e v i o u s  s e c t i o n  i t  wa s s ho w n  t h a t  a  n e u t r a l i s i n g  
m o n o c l o n a l  a n d  a p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  d i d  n o t  i n h i b i t  
t r a n s c r  i p t a s e  a c t i v i t y  s  i gn  i  f  l e a n t  l y  i j i  v i t r o . T h e  e x p e r i m e n t s  
b e l o w  s h o w  t h e  e f f e c t  o f  t h e  same n e u t r a l i s i n g  m o n o c l o n a l  
a n t i b o d y  o n  p r i m a r y  and s e c o n d a r y  t r a n s c r i p t i o n  i n  v i v o .
2 .  R E S U L T S
( a )  A n a l y s i s  o f  RNA f r o m  B H K - 2 1  c e l l s  i n o c u l a t e d  w i t h  n e u t r a l i s e d  
a n d  n o n —n e u t r a  1 i s e d  v i r u s
( F P V / R ^ . P R / 8 ^ >  v i r u s  was i n c u b a t e d  w i t h  e i t h e r  n e u t r a l i s i n g  
a n t i - H A  I g G  ( H C 2 )  o r  n o n - n e u t r a l i s i n g  a n t i - N A  ( 2 R 6 )  I g G  an d 
i n o c u l a t e d  o n t o  B H K - 2 1  c e l l s .  T h e s e  c e l l s  a r e  p e r m i s s i v e  f o r  
i n f l u e n z a  v i r u s  r e p l i c a t i o n  ( K e l l y  e t  al_.  ,  1 9 7 4 )  an d
n e u t r a l i s a t i o n  t i t r e s  a r e  t h e  same a s  t h o s e  o b t a i n e d  u s i n g  C E F  
c e l l s  ( M e t h o d s  a n d  O p t i m i s a t i o n s  P a r t  7 ) .  A f t e r  3  h o u r s  a t  3 7 ° c  
RNA w a s  e x t r a c t e d  a n d  a n a l y s e d  b y  d o t - b l o t  h y b r l d i s a t i o n  u s i n g  
r a d i o l a b e l  l e d  v RN A t o  d e t e c t  c R N A .  F i g u r e  5 1  s ho w s  t h a t  v i r a l  
cRN A w a s  p r e s e n t  i n  c e l l s  i n o c u l a t e d  w i t h  a n t i - N A  t r e a t e d  
( i n f e c t i o u s )  v i r u s  w h e r e a s ,  i n  c e l l s  i n o c u l a t e d  w i t h  n e u t r a l i s e d  
v i r u s ,  n o  v i r a l  RNA was d e t e c t a b l e  a b o v e  b a c k g r o u n d ,  i . e .  t h a t  
f o r  n o n - i n f e c t e d  c e l l s .  T h u s ,  u s i n g  a  d i f f e r e n t  t e c h n i q u e ,  v i r u s  
a n d  c e l l s  f r o m  P o s s e e  e t  al_.  ( 1 9 8 2 )  t h e s e  r e s u l t s  c o n f i r m  t h a t  
n e u t r a l i s a t i o n  r e s u l t s  i n  a  l a c k  o f  s e c o n d a r y  t r a n s c r i p t i o n .
1 7 3
F i g u r e  3 1 «  A n a l y s i s  o f  RNA » x t r a c t e d  ■from B H K - 2 1  c e l l s  a f t e r  
I n o c u l a t i o n  an d i n c u b a t i o n  - f o r  3  h o u r s  a t  3 7 ° c
( F P V / R . P R / 8 )  v i r u s  Mas i n c u b a t s d  w i t h  n s u t r a l i s l n g  a n t i - H A  I g G  
( H C 2 )  o r  n o n - n s u t r a l  i s i n g  a n t i - N A  I g G  <2R6> . T h s  f o r m e r  
n e u t r a l  i s a d  i n f e c t i v i t y  b y  9 9 . 9 9 7 . .  B H K - 2 1  c a l l s  ( 1 0  c s l l s / d i s h )  
w e r e  i n o c u l a t e d  w i t h  v i r u s - a n t i b o d y  m i x t u r e s  i n  PB S  ( e q u i v a l e n t  
t o  an  m o i  o  f  100 ■for n o n - n e u t r a l  i s e d  v i r u s ) ,  o r  m o c k - i n o c u l a t e d  
w i t h  PB S  a l o n e ,  a n d  i n c u b a t e d  on  i c e  f o r  1 h o u r .  T h e  c e l l s  w e r e  
w a s h e d  a n d  i n c u b a t e d  i n  t i s s u e  c u l t u r e  m e d iu m  f o r  3  h o u r s # a t  
3 7 ° C .  RNA w as  e x t r a c t e d ,  d e n a t u r e d  w i t h  307. f o r m a m i d e  ( 6 5  C ,
10 m i n u t e s )  an d a n a l y s e d  f o r  v i r u s - s p e c i f i c  cRN A b y  d o t - b l o t  
h y b r i d i s a t i o n  ( a p p r o x i m a t e l y  100 pg R N A / d u p U c a t e ) .  T h e  
a u t o r a d i o g r a p h  w as  e x p o s e d  f o r  3  h o u r s  a t  —70  C w i t h  an 
i n t e n s i f y i n g  s c r e e n .
C e l l s  w e r e  i n o c u l a t e d  w i t h «  N -  n e u t r a l i s e d  v i r u s ;
U*  n o n - n e u t r a l i s e d  v i r u s  and 
m i »  m o c k - i n o c u l a t e d  c e l l s .
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<b> A n a l y s i s  o f  RNA f r o m  e y e  l o h e *  i m i d e - t r e a t e d  B H K - 2 1  c e l l s  
I n o c u l a t e d  w i t h  n o n - n e u t r a l i s e d  an d n e u t r a l i s e d  v i r u s
T o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  n e u t r a l i s e d  v i r u s  d i r e c t e d  p r i m a r y  
t r a n s c r i p t i o n ,  B HK -2 1  c e l l s  w e r e  i n o c u l a t e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  
b u t  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  e y e l o h e x i m i d e .  F i g u r e  5 2  i s  a d o t  b l o t  
h y b r i d i s a t i o n  a n a l y s i s  o f  RNA e x t r a c t e d  fr o m  c e l l s  a f t e r  
i n c u b a t i o n  a t  3 7  C f o r  t h e  t i m e s  s h o w n .  mRNA p r o d u c e d  b y  p r i m a r y  
t r a n s c r i p t i o n  wa s d e t e c t a b l e  i n  c e l l s  I n o c u l a t e d  w i t h  i n f e c t i o u s  
v i r u s  a f t e r  1 h o u r  and a c c u m u l a t e d  w i t h  t i m e .  V i r a l  mRNA w as  n o t  
d e t e c t a b l e  i n  t h e  RNA f r o m  c e l l s  i n o c u l a t e d  w i t h  n e u t r a l i s e d  
v i r u s .  T h u s ,  n e u t r a l i s a t i o n  i n h i b i t s  p r i m a r y  t r a n s c r l p t i o n , t h e  
f i r s t  s y n t h e t i c  e v e n t  o f  r e p l i c a t i o n .
3 .  D I S C U S S I O N
P r i m a r y  t r a n s c r i p t i o n  w a s  a n a l y s e d  u s i n g  e y e  1o h e x i m i d e  t o  l i m i t  
s e c o n d a r y  t r a n s c r i p t i o n  i n  B H K - 2 1  c e l l s  i n o c u l a t e d  w i t h  v i r u s .
T h e  r e s u l t s  s h o w  t h a t  n e u t r a l i s e d  v i r u s  i s  t r a n s c r i p t i o n a l l y  
s i l e n t .  T h e  RNA o f  i n f l u e n z a  v i r u s  n e u t r a l i s e d  w i t h  p o l y c l o n a l  o r  
m o n o c l o n a l  I g G  d i r e c t e d  t o  HA e n t e r s  t h e  n u c l e a r  f r a c t i o n  o f  C E F  
a n d  B H K - 2 1  c e l l s  w i t h  t h e  same  k i n e t i c s  a s  i n f e c t i o u s  v i r u s  
( P o s s e e  a n d  D i m m o c k ,  1 9 8 1 ;  P o s s e e  e t  a l . ,  1 9 8 2 ;  Dl mm ock  et^ a l . , 
1 9 8 4 ;  F i g u r e  5 4 ( b ) ,  R e s u l t s  a n d  D i s c u s s i o n  S e c t i o n  I V ) .  T a k e n  
t o g e t h e r  t h i s  i n f o r m a t i o n  s u g g e s t s  t h a t  v i r i o n  R N A - c o n t a i n i n g  
s u b - v i r a l  p a r t i c l e s  f r o m  n e u t r a l i s e d  v i r u s  r e a c h  t h e  n u c l e u s  b u t  
a r e  u n a b l e  t o  b e g i n  t r a n s c r i p t i o n , c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  h y p o t h e s i s  
t h a t  n e u t r a l i s a t l o n  i s  a  c o n s e q u e n c e  o f  i n h i b i t i o n  o f  
t r a n s c r i p t a s e  a c t i v i t y .  H o w e v e r ,  t h e  n e u t r a l i s i n g  m o n o c l o n a l  
a n t i b o d y  u s e d  d o e s  n o t  l o w e r  t r  a n s c r  l p t a s e  a c t i v i t y  i_n v i t r o , 
s h o w i n g  t h a t  t h e r e  i s  n o  s t r i c t  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  i n h i b i t i o n  o f
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F i g u r »  3 2 i A n a l y s i s  o l  RNA e x t r a c t e d  I r o m  B H K - 2 1  c e l i »  i n o c u l a t a c i  
w i t h  a n 1 1 b o d y - t r » a t » d  v i r u s  i n  t h »  p r t s c n c i  o< 
c y c l o h s x i m i d »
Q u a n t i  t y  o l  v i r u s  u s a d  an d p r o c e d u r a  a s  l o r  F i g u r a  S I  a x c a p t  t h a t  
c y c  l o h a x  i m i d a  w as  i n c l u d a c i  i n  t h »  PBS and t i s s u »  c u l t u r a  m e d i u m  
a t  2 0 0  u g / m l ( A v a r y  an d D i m m o c k ,  1 9 7 S ) .  T h i s  i n h i b í  t a d  p r o t a i n  
s y n t h a s i s  b y  9 8 . 9 %  ( s a »  P a r t  1 S ,  M e t h o d s  a n d  O p t i m i s a t i o n s ) .
C a l i s  ma r a  h a r v a s t a d  a i t a r  I n c u b a t i o n  a t  3 7 ° C  l o r  t h a  t i m a s  
s h o w n .  RNA Mas e x t r a c t a d  a n d  18 wg o 4 RNA p a r  d u p l i c a t a  Mas 
a p p l i a d  t o  t h »  m e m b r a n a  a i t a r  d é n a t u r a t i o n  M i t h  30% l o r m a m i d » / 6 %  
l o r m a l d a h y d a  l o r  I O  m i n u t a s  a t  S S ° C .  T h »  a u t o r a d i o g r a p h  Mas 
a x p o s a d  l o r  3  h o u r s  M i t h  an  i n t e n s i  l y i n g  s c r a a n  a t  - 7 0  C .  T h a  
i n l a c t i v i t y  o l  n a u t r a l i s a d  v i r u s  <0> « s s  9 9 . 9 9 %  l o x t r  t h a n  t h »  
c o n t r o l  <#> . m i «  m o c k - i n o c u l a t e t i  c a l i s .  I n d i v i d u a i  d o t s  M e r a  c u t  
I r o m  t h a  me m b ra n a  a n d  t h a  r a d i o a c t i v i t y  d e t e r m i n a d .

S E C T I O N  I V :  T h e  e f f e c t  o f  n e u t r a l i s a t i o n  on 
u n c o a t i n g  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  i j^  v i v o
1.  I N T R O D U C T I O N
T h e  i n i t i a l  s t a g e s  o f  i n f e c t i o n  b y  i n f l u e n z a  v i r u s  a r e  
a t t a c h m e n t ,  u p t a k e ,  u n c o a t i n g  a n d  t r a n s p o r t  o f  t h e  v i r i o n  RNA and 
a s s o c i a t e d  p r o t e i n s  t o  t h e  n u c l e u s .  T h e s e  a r e  f o l l o w e d  b y  p r i m a r y  
t r a n s c r i p t i o n , t h e  f i r s t  s y n t h e t i c  e v e n t .  F o r  v i r u s  n e u t r a l i s e d  
w i t h  I g G ,  a t t a c h m e n t ,  u p t a k e  a n d  n u c l e a r  a c c u m u l a t i o n  o c c u r  
n o r m a l l y  ( P o s s e e  an d D i m m o c k ,  1 9 8 1 ;  P o s s e e  * t  al^.  ,  1 9 9 2 ;  Dimmock 
e t  a  1 . ,  1 9 8 4 )  an d t h e  l i p i d  c o m p o n e n t  o f  t h e  e n v e l o p e  r e m a i n s  i n
t h e  c y t o p l a s m  ( P o s s e e ,  1 9 8 1 ) .  H o w e v e r ,  n o  p r i m a r y  t r a n s c r i p t i o n  
i s  d e t e c t a b l e  ( R e s u l t s  a n d  D i s c u s s i o n ,  S e c t i o n  I I I ) .  T h i s  c o u l d  
b e  t h e  r e s u l t  o f  d i r e c t  i n h i b i t i o n  o f  t r a n s c r i p t a s e  a c t i v i t y  
( P o s s e e  e t  al_.  , 1 9 8 2 )  b u t  c o u l d  e q u a l l y  b e  d u e  t o  i n c o m p l e t e  
u n c o a t i n g  w i t h  t h e  r e s u l t  t h a t  t h e  t r a n s c r l p t a s e  e n z y m e  i s  n o t  
a c t i v a t e d .
T h e  p r o c e s s  o f  u n c o a t i n g  o f  I n f l u e n z a  v i r u s  ¿ri v i v o  i s  p o o r l y  
d o c u m e n t e d .  U s e  h a s  b e e n  m ade o f  a m a n t a d i n e ,  a n d  an a n a l o g u e  
r i m a n t a d i n e ,  w h i c h  i n h i b i t  t h e  u n c o a t i n g  p r o c e s s  ( P a r t  6 ,  G e n e r a l  
I n t r o d u c t i o n ) .  T h e  e v i d e n c e  s u g g e s t s  t h a t  u n c o a t i n g  i s  a tw o 
s t a g e  p r o c e s s .  T h e  f i r s t  o c c u r s  w h e n  t h e  l o w  p H  o f  t h e  e n d o s o m a l  
v e s i c l e  i n d u c e s  a c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e  i n  t h e  HA a n d  a s  a 
c o n s e q u e n c e  t h e  v i r a l  a n d  e n d o s o m a l  m e m b ra n e s  f u s e .  T h i s  
l i b e r a t e s  s u b - v i r a l  p a r t i c l e s  i n t o  t h e  c y t o p l a s m .  I n  t h e  p r e s e n c e  
o f  r i m a n t a d i n e  t h e s e  s u b - v i r a l  p a r t i c l e s ,  w h i c h  p o s s e s s  M an d NP 
p r o t e i n s  ( M l - R N P ) ,  a r e  f o u n d  i n  t h e  n u c l e a r - a s s o c i a t e d  c y t o p l a s m  
a n d  n u c l e u s  ( B u k r i n s k a y a  e t  a  1 .  ,
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1 9 8 2 ) .  I n  t h e  a b s e n c e  o f  t h e
d r u g ,  RNP c o m p l e x e s  a r e  s e e n  i n  w h i c h  o n l y  NP i s  d e t e c t a b l e .
T h u s ,  t h e  s e c o n d a r y  s t a g e  o f  u n c o a t i n g  i n v o l v e s  l o s s  o f  M p r o t e i n  
■from s u b - v i r a l  p a r t i c l e s  y i e l d i n g  RNP c o m p l e x e s  ( B u k r  i n s k a y a  e t  
a  1.  ,  1 9 8 2 ) .  I n f e c t i o n  o f  c e l l s  b y  I n f l u e n z a  v i r u s  i s  a c c o m p a n i e d  
b y  t h e  v i r i o n  RNA b e c o m i n g  s e n s i t i v e  t o  R N a s e  d i g e s t i o n ,  b u t  i n  
t h e  p r e s e n c e  o f  r i m a n t a d i n e  l i t t l e  i n c r e a s e  i n  R N a s e  s e n s i t i v i t y  
i s  s e e n  ( K o f f  an d K n i g h t ,  1 9 7 9 ) .  T a k e n  t o g e t h e r  w i t h  t h e  d a t a  o f  
B u k r  i n s k a y a  B t  al_.  ( 1 9 8 2 )  t h i s  i m p l i e s  t h a t  t h e  s e c o n d a r y  s t a g e  
o f  u n c o a t i n g  m u s t  o c c u r  f o r  t h e  v i r i o n  RNA t o  b e c o m e  s u s c e p t i b l e  
t o  R N a s e  i . e .  R N a s e  s e n s i t i v i t y  i s  a n  i n d i r e c t  m e a s u r e  o f  
s e c o n d a r y  u n c o a t i n g .
I n  t h i s  s e c t i o n  u n c o a t i n g  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  w as  i n v e s t i g a t e d  b y  
m e a s u r i n g  RN a se  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  i n p u t  ge n om e  u s i n g  a  m e th o d  
b a s e d  on  t h a t  o f  K o f f  an d K n i g h t  ( 1 9 7 9 ) .  B H K - 2 1  c e l l s  w e r e  
i n o c u l a t e d  w i t h  C“ * P ] - l a b e l l e d  v i r u s  a n d ,  a f t e r  t h e  r e q u i r e d  
i n c u b a t i o n  t i m e ,  t h e  c e l l s  w e r e  d i s r u p t e d  w i t h  u l t r a s o u n d .  R N a se s  
w e r e  a d d e d  t o  t h e  l y s a t e s  a n d  t h e  q u a n t i t y  o f  i n t a c t  v i r i o n  RNA 
m e a s u r e d  b y  T C A  p r e c i p i t a t i o n .  T h e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  
n e u t r a l i s a t i o n  i n t e r f e r e s  w i t h  s e c o n d a r y  u n c o a t i n g .
2 .  R E S U L T S
( a )  No i n c r e a s e  i n  RN a se  s e n s i t i v i t y  o f  vR NA  o c c u r s  i n  c e l l s  h e l d  
on i c e  a f t e r  i n o c u l a t i o n
T o  s y n c h r o n i s e  i n f l u e n z a  v i r u s  i n f e c t i o n  i n o c u l a t i o n  i s  c a r r i e d  
o u t  a t  t e m p e r a t u r e s  b e t w e e n  0  a n d  5 ° C  a n d  F i g u r e  3 3  s h o w s  t h a t  
t h e  v i r i o n  RNA d i d  n o t  b e c o m e  s e n s i t i v e  t o  d i g e s t i o n  a f t e r  
i n o c u l a t i o n  f o r  1 h o u r  a n d  i n c u b a t i o n  f o r  3  h o u r s  o n  i c e .  I t  i s  
p o s s i b l e  t h a t  v i r u s  was a t t a c h i n g  t o ,  b u t  n o t  e n t e r i n g ,  c e l l s  and 
t h e r e f o r e  u p t a k e  o f  v i r u s  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  w a s  i n v e s t i g a t e d
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F i g u r v  3 3 :  R N a s v  > * n * i t l v i t y  o f  v i r u s  l n o c u l a t v d  o n t o  BHK —21 
e v i l s  a n d  h e l d  o n  l e v
C * * P 3 - F P V  ( 1 0 0  i l l )  i n  PBS w a s  i n o c u l a t e d  o n t o  m o n o l a y e r »  o*  
B H K - 2 1  e v i l s  ( 6  x 1 0 *  c v l l s / d i s h )  and i n c u b a t v d  f o r  6 0  m i n u t e » .  
E a c h  100 i l l  c o n t a i n v d  8 . 9  x 1 0 T  p- fu,  4 . 9  x 1 0 *  HAU and 
7 . 5  x 1 0 *  T C A - p r v c i p i t a b  1v  c p m .  C a l l s  a n d  s o l u t i o n s  w v r v  h v l d  on 
i e v  t h r o u g h o u t .  E x c v s s  i n o c u l u m  was r v m o v v d  a n d  t h v  m o n o l a y v r s  
w a s h v d  t w i c o  w i t h  1 ml o ♦ P B S ,  1 ml o ♦ P B S  w as  a d d v d  a n d  
i n c u b a t i o n  c o n t i n u v d .  E a c h  p o i n t  i s  t h v  m van  ♦ o r  f o u r  r v p l l c a t a  
m o n o l a y v r s  a n d  a b a r  i n d i c a t v s  t h v  s t a n d a r d  v r r o r  o* t h v  mvan 
< p -  0 . 0 3 ,  n — 1 d v g r w s  o-f f r v v d o m )  .
3 0
b y  c e l l  - f r a c t i o n a t i o n .  F i g u r e  5 4 ( a )  s h o w s  v a l i d a t i o n  o f  t h e  
f r a c t i o n a t i o n  o f  B H K - 2 1  c e l l s  b y  t h e  n u c l e a r  m o n o l a y e r  t e c h n i q u e  
(D im m o c k  e t  al^.  ,  1 9 8 4 )  a n d  d e m o n s t r a t e s  t h a t  a p p r o x i m a t e l y  85"/. o f  
c e l l u l a r  RNA w as  i n  t h e  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n .  I n  a p a r a l l e l  
e x p e r i m e n t .  F i g u r e  5 4 ( b ) ,  a p p r o x i m a t e 1y  7 0 %  o f  t h e  v i r i o n  RNA 
t a k e n  up b y  c e l l s  ha d m i g r a t e d  t o  t h e  n u c l e a r  f r a c t i o n  a f t e r  
i n c u b a t i o n  f o r  9 0  m i n u t e s  o n  i c e  a n d  e s s e n t i a l l y  t h e  s a m e  r e s u l t  
w as  o b t a i n e d  w i t h  n o n - n e u t r a l i s e d  a n d  n e u t r a l i s e d  v i r u s .  T h i s  
s u g g e s t s  t h a t  v i r u s  t a k e n  u p  b y  c e l l s  u n d e r g o e s  p r i m a r y  
u n c o a t i n g ,  r e s u l t i n g  i n  t h e  a p p e a r a n c e  o f  v i r i o n  RNA i n  t h e  
n u c l e u s ,  b u t  t h a t  s e c o n d a r y  u n c o a t i n g  d o e s  n o t  o c c u r  d u r i n g  
i n c u b a t i o n  on  i c e .  I n c u b a t i o n  a t  t h i s  t e m p e r a t u r e  p r o v i d e s  a 
n e g a t i v e  c o n t r o l ,  u s e f u l  s i n c e  a m a n t a d i n e  d o e s  n o t  I n h i b i t  
u n c o a t i n g  o f  F P V / R o s t o c k  ( B e y e r  e t  a l . ,  1 9 8 6 ) .
I n  o r d e r  t o  c h e c k  t h e  m a x im u m  a t t a c h m e n t  t o  c e l l s  h e l d  on  i c e ,  
v i r u s  wa s i n c u b a t e d  w i t h  c e l l s  f o r  u p  t o  18 0 m i n u t e s  ( F i g u r e  5 5 ) .  
A  p l a t e a u  w a s  r e a c h e d  i n  a b o u t  9 0  m i n u t e s  a n d ,  a s  n o  c h a n g e  i n  
R N a s s  s e n s i t i v i t y  o c c u r r e d  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  ( F i g u r e  5 3 )  
t h i s  t i m e  w a s  u s e d  f o r  s u b s e q u e n t  I n o c u l a t i o n s .
( b )  K i n e t i c s  o f  u n c o a t i n g  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  i n  B H K - 2 1  c e l l s
F i g u r e  5 6  s h o w s  t h a t  t h e  v i r i o n  RNA o f  n o n - n e u t r a l i s e d  v i r u s  
b e c a m e  p r o g r e s s i v e l y  m o r e  R N a s e  s e n s i t i v e  u p  t o  9 0  m i n u t e s  a t  
3 7 ° C  w i t h  a  m ax im um  v a l u e  o f  417. .  I n  t h r e e  o t h e r  e x p e r i m e n t s  t h e  
e x t e n t  o f  R N a s e  s e n s i t i v i t y  v a r i e d  up  t o  a  ma xim um  v a l u e  o f  587. 
( F i g u r e  5 7 ) .
R e s u l t s  a r e  a l s o  s h o w n  f o r  n e u t r a l i s e d  v i r u s .  A t  6 0 ,  9 0  a n d  120 
m i n u t e s  p o s t - i n f e c t i o n  t h e  r a t i o s  o f  R N a s e  s e n s i t i v i t y  o f
N u c l e u s  C y t o p l a s m
F i g u r t  3 4 :  ( a )  D i s t r i b u t i o n  o f  r a d i o a c t i v e l y  l a b e l l e d  RNA
( c y t o p l a s m i c  m a r k t r )  i n  B H K - 2 1  c a l l s  f r a c t i o n a t e d  b y  
t h e  n u c l a a r  m o n o l a y e r  me tho d
S u b - c o n f l u e n t  B H K - 2 1  c e l l s  ( l O *  c e l l s / d i s h )  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  
2 4  h o u r s  a t  3 7 ° C  i n  t i s s u e  c u l t u r e  med ium c o n t a i n i n g  C H J - u r i d i n e  
( 1  u C i / m l ) ,  t h e  m e d iu m  h a s  r e p l a c e d  w i t h  m e d iu m  l a c k i n g  t h e  
r a d i o a c t i v e  l a b e l  a n d  i n c u b a t i o n  c o n t i n u e d  f o r  a  f u r t h e r  
2 4  h o u r s .  T h i s  r e g i m e n  l a b e l s  c e l l u l a r  mRNA a n d  rR N A  ( P o s s e e ,  
1 9 8 1 ) .  T h e  c e l l s  w e r e  f r a c t i o n a t e d  b y  t h e  n u c l e a r  m o n o l a y e r  
m e t h o d  an d t h e  T C A - i n s o l u b l e  r a d i o a c t i v i t y  d e t e r m i n e d .  T h e  v a l u e  
f o r  e a c h  f r a c t i o n  i s  e x p r e s s e d  a s  a p e r c e n t a g e  o f  t h e  t o t a l :  T h e  
m ean f o r  f o u r  m o n o l a y e r s  i s  p l o t t e d  and a b a r  i n d i c a t e s  t h e  
s t a n d a r d  e r r o r  o f  t h e  mean ( p *  0 . 0 3 ,  n - 1  d e g r e e s  o f  f r e e d o m ) .
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<b)  T h v  p r o p o r t i o n  o f  C * * P 3 - v i r i o n  RNA o f  
n o n - n o u t r a l i s v d  a n d  n t u t r a l i s c d  v i r u s  i n  t h s  n u c l e a r  
f r a c t i o n  o f  B H K - 2 1  e v i l s
C * * P 3 - F P V  Mas i n c u b a t v d  w i t h  v i t h v r  n v u t r a l i s i n g  a n t i - H A  ( H C 2 )  o r  
n o n - s p v c i f i c  ( 1 B S / 1 )  m o n o c l o n a l  XgG .  T h v  i n f v e t i v i t y  o f  t h s  
n v u t r a l i s v d  v i r u s  w a s  9 9 . 9 7 .  l o w e r  t h a n  t h v  c o n t r o l .
B H K - 2 1  c o l l s  ( 1 0 *  c v l l s / d i s h )  w e r e  i n c u b a t v d  •for 4 8  h o u r s  a t  
3 7 ° C ,  c h i l l v d ,  i n o c u l a t o d  w i t h  v i r u s  ( 1 0 0  ail > a n d  h o l d  on  l e v  f o r  
9 0  m i n u t a s .  E a c h  100 u l  c o n t a i n v d  7 . 5  n 10* p f u ,  3 8  HAU an d 
6 . 9  x 10 *  cpm .  A f t v r  9 0  m i n u t a s  327. w a s  c a l l  a s s o c  i a t v d .  T h v  
o r d i n a t o  s ho w s  t h v  p r o p o r t i o n  o f  c o l  1 - a s s o c i a t o d  v i r i o n  RNA i n  
t h v  n u c l v a r  f r a c t i o n .  T h v  v a l u v s  p l o t t o d  a r a  t h v  m o a n s  f o r  
d u p l i c a t a  m o n o l a y o r s  < 0 >
1 S3
A d so r p t io n  t i m s  ( m i n u t e s )  
a t  4 °  C
F i g u r e  55< A t t a c h m e n t  o f  F P V  t o  B H K - 2 1  c e l l s  h e l d  o n  I c e
C * * P 3 - F P V  w a s  i n o c u l a t e d  o n t o  m o n o l a y e r s  o f  B H K - 2 1  c e l l s  ( 6  x 10* 
c e l  l s / d i s h )  h e l d  on  i c e .  E a c h  100 u l  c o n t a i n e d  3 . 5  x l O 7  p f u ,
1 . 4  x 1 0 *  HA U a n d  1 . 1  x 1 0 *  cp m .  A f t e r  I n c u b a t i o n  f o r  t h e  t i m e s  
s ho w n  t h e  m o n o l a y e r s  M er e  M a s h e d  t M i c e  M i t h  1 ml o f  c o l d  P B S .  The 
T C A - p r e c i p i t a b l e  r a d i o a c t i v i t y  a s s o c i a t e d  M i t h  c e l l s  M as  
d e t e r m i n e d  a n d  i s  e x p r e s s e d  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t h a t  i n o c u l a t e d .
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F i g u r a  5 6 :  A c q u i s i t i o n  o f  R N a s a  l t n t i t i v i t y  o+ n o n - n t u t r * H » * d  
a n d  n e u t r a l i s e d  v i r u s  a f t a r  I n o c u l a t i o n  o n t o  B H K -2 1  
c a l l s  *
* * P 3 - F P V  w a s  i n c u b a t e d  f o r  1 h o u r  a t  2 5 ° C  w i t h  m o n o c l o n a l  
n e u t r a l i s l n g  I g G  (N> (HC2> o r  n o n - s p e c i f i c  I g G  ( U )  < 1 8 5 / l ) .  T h a  
f o r m e r  n a u t r a l i s a d  v i r u s  b y  9 9 . 9 9 V . .  V i r u s - a n t i b o d y  m i x t u r e s  w a r e  
i n o c u l a t a d  o n t o  d u p l i c a t a  B H K - 2 1  c a l l  m o n o l a y a r s  <6 x ^ l O  
c a l l s / d i s h ) . E a c h  100 j i l  i n i t i a l l y  c o n t a i n a d  5 . 1  m 10 p f u ,
2 . 8  x 1 0 *  HAU a n d  4 . 3  x 10 * cp m .  I n o c u l a t i o n  a n d  i n c u b a t i o n  w e r e  
c a r r i a d  o u t  a t  3 7 ° C ,  t h u s  z a r o  t i m a  i s  t h a  t i m a  a t  w h i c h  v i r u s  
w a s  a d d a d  t o  t h a  c a l l s .  T h a  v a l u a s  f o r  R N a s a  s e n s i t i v i t y  o f  t h a  
v i r i o n  RNA i n  l y s a t a s  o f  i n d i v i d u a l  m o n o l a y a r s  a r a  s h o w n  an d t h a  
m e a ns  p l o t t a d .
n o n - n e u t r a l i s e d  v i r u s  w e r e  ( 2 2 / 1 1 )  2 ,  ( 4 1 / 9 )  4 . 6  a n d  ( 4 0 / 1 9 )  2 . 1  
r e s p e c t i v e l y .  T h e  RN a se  s e n s i t i v i t y  o f  n e u t r a l i s e d  v i r u s  wa s 
l o w e r  a t  e a c h  t i m e  t h a n  t h a t  o f  n o n - n e u t r a l i s e d  v i r u s  s u g g e s t i n g  
t h a t  n e u t r a l i s a t i o n  was p r e v e n t i n g  u n c o a t i n g .  T o  d e t e r m i n e  i f  
t h e s e  d i f f e r e n c e s  w e r e  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  f u r t h e r  
e x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  a n d  t h e  e f f e c t  o f  d i f f e r e n t  q u a n t i t i e s  
o f  n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y  o n  u n c o a t i n g  w e r e  a s s a y e d  i n  
q u a d r u p l i c a t e .
( c )  R N a s e  s e n s i t i v i t y  o f  n e u t r a l i s e d  v i r u s
F i g u r e  5 7  s h o w s  t h a t  t h e  R N a s e  s e n s i t i v i t y  o f  n o n - n e u t r a 1 i s e d  
v i r u s  w a s  ( 5 B / 8 )  7 . 3 - f o l d  h i g h e r  a f t e r  i n c u b a t i o n  a t  3 7 ° c .  I n  
c o n t r a s t ,  t r e a t m e n t  o f  v i r u s  w i t h  n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y  r e d u c e d  
RN a se  s e n s i t i v i t y .  A t  t h e  t h r e e  h i g h e s t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
a n t i b o d y  t h e  RN ase  s e n s i t i v i t y  o f  v i r u s  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  d i d  n o t  
d i f f e r  s i g n i f i c a n t l y  f r o m  v i r u s  i n o c u l a t e d  o n t o  c e l l s  h e l d  o n  
i c e .  T h e  n e u t r a l i s a t i o n  t i t r e s  f o r  a l l  t h e s e  s a m p l e s  w e r e  a b o v e  
99.9*/. , a s  s h o w n .  T h e  RNA o f  v i r u s  n e u t r a l i s e d  b y  797. ,  h o w e v e r ,  
was m o r e  s u s c e p t i b l e  t o  R N a s e ,  b u t  s t i l l  l e s s  s u s c e p t i b l e  t h a n  
t h a t  o f  n o n - n e u t r a l i s e d  v i r u s .  T h u s  t h e r e  i s  a  c o r r e l a t i o n  
b e t w e e n  n e u t r a l i s a t i o n  a n d  u n c o a t i n g ,  m e a s u r e d  a s  RN a se  
s e n s i  t i v i t y .
T h i s  r e l a t i o n s h i p  i s  s u p p o r t e d  b y  a n o t h e r  e x p e r i m e n t ,  i n  w h i c h  
t h e  r e s u l t s  f o r  RN a se  s e n s i t i v i t y  an d n e u t r a l i s a t i o n  a r e  p l o t t e d  
a g a i n s t  d i l u t i o n  o f  a n t i b o d y .  F i g u r e  5 8 .  R N a s e  s e n s i t i v i t y  
i n c r e a s e d  a s  t h e  q u a n t i t y  o f  n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y  was r e d u c e d  
t h o u g h  n e u t r a l i s a t i o n  d i l u t e s  o u t  a  h a l f - l o g  d i l u t i o n  p r i o r  t o  
t h e  p o i n t  a t  w h i c h  R N a s e  s e n s i t i v i t y  b e c o m e s  i n d i s t i n g u i s h a b l e
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f r o m  t h e  c o n t r o l
fF i g u r e  S 7 :  T h e  o f  d i f f e r e n t  d i l u t i o n s  o f  n e u t r a l i s i n g
a n t i b o d y  o n  u n c o a t i n g  o f  i n f l u t n z a  v i r u s
C **P 3—F P V  Mas i n c u b a t e d  ♦ o r  1 h o u r  a t  23  C w i t h  d i l u t i o n s  o f  
n e u t r a l i s i n g  m o n o c l o n a l  I g G  ( H C 2 )  w h i c h  l o w e r e d  i n a c t i v i t y  a s  
i n d i c a t e d .  T h e  n o n - n e u t r a l i s e d  c o n t r o l  c o n t a i n e d  n o n - s p e c i f i c  Ig G  
a t  t h e  r e l a t i v e  c o n c e n t r a t i o n  s h o w n .  V i r u s - a n t i b o d y  m i x t u r e s  w e re  
c o o l e d  an d 10 0 u l  i n o c u l a t e d  o n t o  6  r e p l i c a t e  m o n o l a y e r s  o f  
B H K -2 1  c e l l s  ( 6  x l O ^  c e l l s / d i s h ) .  E a c h  10 0 u l  i n i t i a l l y  
c o n t a i n e d  6 . B  x 10 ’ ’ p f u ,  2 . 7  x 1 0 *  HAU a n d  2 . 1  x 10 cp m .  RNa se 
s e n s i t i v i t y  wa s a s s a y e d  f o r  2  d i s h e s  a f t e r  9 0  m i n u t e s  on i c e  
( h a t c h e d  s e c t i o n s  o f  b a r s ) .  T h e  r e m a i n i n g  f o u r  d i s h e s  w e r e  
t r a n s f e r r e d  t o  3 7 ° C  f o r  a  f u r t h e r  9 0  m i n u t e s  b e f o r e  RN a se  
s e n s i t i v i t y  wa s a s s a y e d .  F o r  e a c h  s a m p l e  t h e  f r a c t i o n  o f  
r a d i o a c t i v i t y  r e s i s t a n t  t o  b o i l i n g  i n  T C A  wa s d e t e r m i n e d  and 
s u b t r a c t e d  ( P a r t  1 9 ,  M e t h o d s  a n d  O p t i m i s a t i o n s ) .  T h e  o r d i n a t e  
s ho w s  t h e  mean c o r r e c t e d  v a l u e s  an d a b a r  i n d i c a t e s  t h e  s t a n d a r d  
e r r o r  o f  t h e  mean ( p >  0 . 0 3 ,  n — 1 d e g r e e s  o f  f r e e d o m ) .
F i g u r a  58s T h e  r a l a t i o n s h i p  b a t w a a n  RN a se  s e n s i t i v i t y  o f  t h a  
ganoi na  o f  v i r u s  i n o c u l a t a c i  o n t o  B H K - 2 1  c a l l s ,  
n a u t r a l  i s a t i o n  t i t r a  a n d  d i l u t i o n  o f  n a u t r a l i s i n g  
a n t i b o d y
P r o t o c o l  a s  ■for F i g u r a  5 7  a x c a p t  t h a t  a a c h  l O O  u l  o f  
v i r u s - a n t i b o d y  m i x t u r e  i n i t i a l l y  c o n t a i n a d  8 . 9  x 10 p f u ,
2 . 4  x 1 0 *  H A U  a n d  1 . 7  x 1 0 *  cp m.  T h a  q u a n t i t y  o f  n o n - s p o c i f i c  Ig G  
u s a d  f o r  t h a  c o n t r o l  w a s  a q u i v a l a n t  t o  1 . 3  l o g l o  <1/Ig<3 
d i l u t i o n ) .  T h a  v a l u a s  s h o w n  a r a  t h a  maan c o r r a c t a d  RN a sa  
s a n s i t i v i t i a s  f o r  q u a d r u p 1 i c a t a  m o n o l a y a r s  a f t a r  i n o c u l a t i o n  o f  
v i r u s  on  i c a  f o r  9 0  m i n u t a s  f o l l o w e d  b y  I n c u b a t i o n  a t  37  C f o r  a 
f u r t h e r  9 0  m i n u t a s .
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3 .  D I S C U S S I O N
K o f f  a n d  K n i g h t  ( 1 9 7 9 )  a s s a y e d  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  WSN v i r i o n  RNA 
d u r i n g  i n f e c t i o n  o f  MDCK c e l l s  a n d  s h o w e d  t h a t  a f t e r  t r a n s f e r  t o  
3 7 ° c  t h e  v i r i o n  RNA r e m a i n e d  RN a se  r e s i s t a n t  f o r  a  p e r i o d  o f  
2 0  m i n u t e s  a n d  t h e n  b e c a m e  p r o g r e s s i v e l y  s u s c e p t i b l e  t o  
d i g e s t i o n .  T h e  ma ximu m s e n s i t i v i t y  w as  s e e n  a f t e r  9 0  m i n u t e s  when 
507. o f  t h e  v i r i o n  RNA w as  d i g e s t e d  a n d  I n c u b a t i o n  f o r  a  f u r t h e r  
3 0  m i n u t e s  d i d  n o t  a p p r e c i a b l y  i n c r e a s e  t h e  s e n s i t i v e  f r a c t i o n .
T h e  r e s u l t s  p r e s e n t e d  h e r e  f o r  F P V  i n o c u l a t e d  o n t o  B H K - 2 1  c e l l s  
s h o w  s i m i l a r  k i n e t i c s  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  R N a se  s e n s i t i v i t y  
( F i g u r e  5 6 ) .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  o n l y  a p p r o x i m a t e l y  h a l f  o f  t h e  
v i r i o n  RNA b e c a m e  RN a se  s e n s i t i v e ,  a l s o  i n  a g r e e m e n t  w i t h  K o f f  
a n d  K n i g h t  ( 1 9 7 9 ) .  T h a t  o n l y  h a l f  t h e  v i r i o n  RNA b e c o m e s  
s u s c e p t i b l e  m a y  b e  a  c o n s e q u e n c e  o f  d e t e r m i n i n g  R N a s e  s e n s i t i v i t y  
b y  T C A  p r e c i p i t a t i o n .  N u c l e i c  a c i d  m o l e c u l e s  a s  s m a l l  a s  20 
n u c l e o t i d e s  a r e  p r e c i p i t a t e d  b y  t h i s  m e t h o d  ( M a n i a t i s  e t  a  1 .  ,
1 9 8 2 )  a n d  t h e  e x i s t e n c e  o f  v i r i o n  RNA i n  RNP c o m p l e x e s  c o u l d  
c o n f e r  p r o t e c t i o n .  A d d i t i o n a l l y  t h i s  m i g h t  e x p l a i n  w h y  o n l y  
a p p r o x i m a t e l y  h a l f  o f  t h e  i n p u t  v i r i o n  RN A b e c o m e s  s e n s i t i v e  t o  
R N a se  d u r i n g  a  n o r m a l  i n f e c t i o n .  A s s a y  o f  R N a se  s e n s i t i v i t y  c o u l d  
b e  r e f i n e d  b y  N o r t h e r n  B l o t  a n a l y s i s  o f  v i r i o n  RNA u s i n g  a  p r o b e  
s p e c i f i c  f o r  a  s i n g l e  ge n o m e  s e g m e n t .  C e l l  l y s a t e s  c o u l d  b e  
t r e a t e d  w i t h  R N a s e  an d t h e  RNA e x t r a c t e d  a n d  e l e c t r o p h o r e s e d .  
A f t e r  b l o t t i n g  a n d  h y b r i d i s a t i o n  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  s t r e n g t h  
o f  t h e  s i g n a l  o b t a i n e d  a t  t h e  p o s i t i o n  o f  t h e  u n d i g e s t e d  g e n e  
w o u l d  g i v e  a  m e a s u r e  o f  R N a s e  s e n s i t i v i t y .  U s i n g  an  a s s a y  s u c h  a s  
t h i s ,  t h e  p r o p o r t i o n  o f  v i r i o n  RNA t h a t  b e c a m e  s e n s i t i v e  t o  RN a se  
d i g e s t i o n  d u r i n g  a  n o r m a l  i n f e c t i o n  may b e  e x p e c t e d  t o  a p p r o a c h
S u s c e p t i b i l i t y  o f  v i r i o n  RNA t o  d i g e s t i o n  b y R N a s e  a f t e r  
i n f e c t i o n  w a s  u s e d  t o  m e a s u r e  u n c o a t i n g .  T h e  r e s u l t s  s ho w  t h a t  
n e u t r a l i s a t i o n  l i m i t s  t h e  e x t e n t  t o  w h i c h  v i r i o n  RNA b e c o m e s  
R N a s e  s e n s i t i v e .  T h i s  s u g g e s t s ,  b y  a n a l o g y  t o  t h e  s t u d i e s  
e m p l o y i n g  r i m a n t a d i n e  < K o f f  an d K n i g h t ,  1 9 79 ;  B u k r i n s k a y a  e t  a  1.  , 
1 9 8 2 ) ,  t h a t  t h e  s t a g e  o f  i n f e c t i o n  c o m p r o m i s e d  b y  n e u t r a l i s a t i o n  
i s  a t ,  o r  p r i o r  t o ,  s e c o n d a r y  u n c o a t i n g .  S t u d i e s  d e m o n s t r a t e  t h a t  
v i r u s  n e u t r a l i s e d  w i t h  I g G  u n d e r g o e s  p r i m a r y  u n c o a t i n g  w i t h  
v i r i o n  l i p i d  r e m a i n i n g  i n  t h e  c y t o p l a s m  ( P o s s e e  e t  al_.  , 1 9 8 2 )  
w h i l s t  v i r i o n  RNA i s  t r a n s p o r t e d  t o  t h e  n u c l e u s  ( P o s s e e  and 
Dim moc k , 1 9 8 1 ;  P o s s e e  e t  a l .  ,  1 9 8 2 ;  D i m m o c k  e t  a l  .  , 1 9 8 4 ;
F i g u r e  5 4 ( b ) ) .  H o w e v e r ,  i n c r e a s e  i n  R N a s e  s e n s i t i v i t y  was l i m i t e d  
( F i g u r e s  5 7  a n d  5 8 )  an d n o  p r i m a r y  t r a n s c r i p t i o n  wa s d e t e c t a b l e  
( R e s u l t s  a n d  D i s c u s s i o n  S e c t i o n  I I I ) .  T h e r e f o r e ,  i t  i s  p o s t u l a t e d  
t h a t  n e u t r a l i s a t i o n  p r e v e n t s  s e c o n d a r y  u n c o a t i n g  w h i c h  i n  t u r n  
r e s u l t s  i n  f a i l u r e  o f  t h e  v i r u s  t o  d i r e c t  t r a n s c r i p t i o n .
A  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  n e u t r a l i s a t i o n  a n d  u n c o a t i n g  i s  i m p l i e d  b y  
t h e  r e s u l t s  s h o w i n g  t h a t  RN a se  s e n s i t i v i t y  i n c r e a s e d  a s  t h e  
q u a n t i t y  o f  n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y  u s e d  t o  t r e a t  v i r u s  was 
r e d u c e d .  H o w e v e r ,  s t r i c t  p r o p o r t I o n a  1 1 t y  was n o t  s e e n  a s  t h e r e  
w a s  s t i l l  r e d u c e d  RN a se  s e n s i t i v i t y  a t  t h e  d i l u t i o n  o f  
n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y  a t  w h i c h  n e u t r a l  i s a t i o n  c e a s e d .  T h i s  may 
a l s o  be  a  c o n s e q u e n c e  o f  m e a s u r i n g  R N a s e  s e n s i t i v i t y  b y  TC A  
p r e c i p i t a t i o n ,  a s  d i s c u s s e d  a b o v e .
V i r i o n  RNA d i d  n o t  b e co m e  s e n s i t i v e  t o  RN a se  wh e n  i n o c u l a t e d  o n t o  
c e l l s  h e l d  o n  i c e .  A t  t e m p e r a t u r e s  o f  0 - 5 ^ c  i n f l u e n z a  v i r u s e s
attach to cells (reviewed by Dimmock 1982; Matlin et al_. 1981;
Y o s h i m u r a  e t  a l . .  , 1 9 8 2 ;  Dimmock e t  *1_. ,  1 9 8 4 ;  Ri ch m a n  e t  a l .  ,
1986> an d u n d e r g o  u n c o a t l n g  ( K a t o  a n d  E g g e r s ,  1 9 69 )  w i t h  v i r i o n  
l i p i d  ( H u d s o n  e t  al_.  ,  1 9 7 8 ;  P o s s e *  e t  a l .  ,  1 9 8 2 )  and
g l y c o p r o t e i n s  ( H u d s o n  e t  al_. ,  1 9 7 8 ;  P o s s e e ,  1 9 8 1 )  r e m a i n i n g  i n  
t h e  c y t o p l a s m .  V i r i o n  RN A ( S t e p h e n s o n  an d D i m m o c k ,  1 9 7 5 ;  M a r k  e t  
al_.  , 1 9 7 9 ;  P o s s e e  a n d  D i m m o c k ,  1 9 8 1 ;  P o s s e e  e t  al_.  , 1 9 82 ;  D i m m o c k  
e t  a l . .  , 1 9 8 4 ;  F i g u r e  5 4 ( b ) )  an d c o r *  p r o t e i n s  (H u d s o n  e t  a l . ,
1 9 7 8 )  e n t e r  t h e  n u c l e u s  b u t  t h e r e  i s  n o  p r i m a r y  t r a n s c r  i p t i o n . 
T h e s e  r e s u l t s  c a n  b e  r e c o n c i l e d  w i t h  t h e  f a i l u r e  o f  v i r i o n  R N A  t o  
be co m e  s e n s i t i v e  t o  R N a s e  i f  i t  i s  a s s u m e d  t h a t  p r i m a r y  b u t  n o t  
s e c o n d a r y  u n c o a t i n g  o c c u r s  a t  l o w  t e m p e r a t u r e .  I t  may b e  t h a t  
a t t a c h m e n t ,  p e n e t r a t i o n  an d p r i m a r y  u n c o a t i n g  o c c u r  b y  
e n e r g y - i n d e p e n d e n t  p r o c e s s e s ,  b u t  e n e r g y  i s  r e q u i r e d  f o r  
s e c o n d a r y  u n c o a t i n g .  T h e  i n t e r a c t i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  w i t h  
c e l l s  a t  l o w  t e m p e r a t u r e  i s  s t i l l  a  s u b j e c t  o f  c o n t e n t i o n .  
B u k r l n s k a y a  e t  al_.  ( 1 9 8 2 )  s t a t e  t h a t  b o t h  s t a g e s  o f  u n c o a t i n g  
o c c u r  a t  4 ° C ,  b u t  p r e s e n t  n o d a t a .  Some a u t h o r s  d i s p u t e  t h a t  
i n f l u e n z a  v i r u s  e n t e r s  c e l l s  a t  l o w  t e m p e r a t u r e  ( M a t l i n  e t  a  1 .  , 
1 9 8 1 ;  Y o s h i m u r a  et^ ajl_. , 1 9 8 2 ;  R i c h m a n  e t  a^_. ,  1 9 86 )  b u t  t h e  
r e a s o n  f o r  t h e s e  d i f f e r e n c e s  i s  u n c l e a r .  W i t h  WSN an d MDCK c e l l s  
a t t a c h m e n t  b u t  n o t  p e n e t r a t i o n  w a s  o b s e r v e d  b y  M a t l i n  e t  a l .
( 1 9 8 1 )  a n d  Y o s h i m u r a  e t  a l . ( 1 9 8 2 )  b u t  a t t a c h m e n t  an d p e n e t r a t i o n
h a s  b e e n  d e s c r i b e d  f o r  t h e  same v i r u s - c e l l  c o m b i n a t i o n  b y  M a r k  et^ 
a l .  ( 1 9 7 9 )  a n d  B u k r i n s k a y a  et^ a l . .  ( 1 9 8 2 > .  T h e  a m o u n t  o f  v i r u s  
i n o c u l a t e d  o n t o  c e l l s  a l s o  a p p e a r s  t o  b e  o f  l i t t l e  c o n s e q u e n c e  i n  
t h i s  r e g a r d ;  M a t l i n  e t  a K  ( 1 9 8 1 )  u s e d  a r a t i o  o f  4 p a r t i c l e s  p e r  
c e l l  an d f o u n d  t h a t  o n l y  47. o f  t h e  c e l  1 - a s s o c  i a t e d  v i r u s  w a s  
r e s i s t a n t  t o  r e m o v a l  b y  n e u r a n i n I d a s *  a n d  t h e r e f o r *  a s s u m e d  t o  
h a v e  b e e n  i n t e r n a l i s e d .  R i c h m a n  e t .  al_.  < 1 9 8 6 )  i n o c u l a t e d  L L C - M K 2  
c e l l s  w i t h  2 . 4  p a r t i c l e s  p e r  c e l l  a n d  c o u l d  d e t e c t  n o  u p t a k e  i n t o  
i n t r a c e l l u l a r  c o m p a r t m e n t s .  O t h e r  w o r k e r s  h a v e  u s e d  l a r g e r
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1.  I N T R O D U C T I O N
T h e  f a c t  t h a t  a n t i b o d y  i n t e r r u p t s  i n f e c t i o n  a f t e r  e n t r y  o f  
i n f l u e n z a  v i r u s  i n t o  c e l l s  I m p l i e s  t h a t  n e u t r a l i s a t i o n  i s  t h e  
c o n s e q u e n c e  o f  some c h a n g e  i n  t h e  i n t e r n a l  s t r u c t u r e  o f  t h e  
v i r i o n  I n d u c e d  b y  a n t i b o d y  b i n d i n g  t o  t h e  H A .  T h e  e x p e r i m e n t s  
d e s c r i b e d  b e l o w  w e r e  p r o m p t e d  b y  o b s e r v a t i o n  o f  d i f f e r e n c e s  i n  
t h e  s e d i m e n t a t i o n  p r o p e r t i e s  o f  v i r i o n  c o m p o n e n t s  a f t e r  
n e u t r a l i s e d  a n d  n o n - n e u t r a l i s e d  v i r u s  h a d  b e e n  t r e a t e d  w i t h  
d e t e r g e n t  ( A . S . C a r v e r  a n d  N . J . D i m m o c k ,  u n p u b l i s h e d  r e s u l t s ) .  
D e t e r g e n t  t r e a t m e n t  o f  n o n —n e u t r a l i s e d  v i r u s  p r o d u c e d  t w o  p e a k s  
when a n a l y s e d  b y  s u c r o s e  d e n s i t y  c e n t r i f u g a t i o n .  On e p e ak  
c o n s i s t e d  p r e d o m i n a n t l y  o f  t h e  g l y c o p r o t e i n s ,  HA an d NA a n d  t h e  
o t h e r ,  t h e  c o r e  b a n d ,  c o n t a i n e d  M, NP a n d  t h e  p o l y m e r a s e  
p r o t e i n s .  H o w e v e r ,  a f t e r  d e t e r g e n t  t r e a t m e n t  o f  v i r u s  n e u t r a l i s e d  
w i t h  a  m o n o c l o n a l  a n t i - H A  I g G  ( H C 2 ) ,  t h e  g l y c o p r o t e i n  b a n d  l a c k e d  
H A ,  a n d  t h i s  wa s n o t  d e t e c t a b l e  i n  t h e  o t h e r  g r a d i e n t  f r a c t i o n s .  
I t  wa s a s s u m e d  t h a t  t h e  m i s s i n g  p r o t e i n  h a d  p e l l e t e d  b e c a u s e  w he n  
r a d i o l a b e l  l e d  v i r u s  w as  u s e d ,  m o r e  r a d i o a c t i v i t y  was a s s o c i a t e d  
w i t h  t h e  t u b e  b o t t o m s  f r o m  g r a d i e n t s  l o a d e d  w i t h
d e t e r g e n t - t r e a t e d , n e u t r a l i s e d  v i r u s  t h a n  n o n - n e u t r a l i s e d  v i r u s .  
W h i l s t  i t  w a s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  HA ha d  b e e n  a g g r e g a t e d  b y  
a n t i b o d y  t h i s  wa s n o t  t h e  o n l y  e x p l a n a t i o n  s i n c e  whe n v i r u s  i s  
r e a c t e d  w i t h  s u f f i c i e n t  a n t i b o d y  < 0 . 4  H I U  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y / H A U  
o f  v i r u s )  m o n o d i s p e r s e d  v i r u s  p a r t i c l e s  c o a t e d  i n  a n t i b o d y  a r e  
s e e n  ( F i g u r e s  5 9  and 6 0 ) .  C r o s s - 1  i n k i n g  d i d  o c c u r  b u t  a t  
a n t i b o d y i v i r u s  r a t i o s  10 t o  1 , 0 0 0 - f o l d  l o w e r  ( T a y l o r  e t  a l . ,
F i g u r e  39s E l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  o-f i n f l u e n z a  v i r u s  and i n f l u e n z a  
v i r u s  s a t u r a t e d  M i t h  n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y
( a )  I n f l u e n z a  v i r u s
( b )  I n f l u e n z a  v i r u s  s a t u r a t e d  w i t h  n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y  <HC2> 
E l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  k i n d l y  p r o v i d e d  b y  D r . S .  A r m s t r o n g
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C o n tro l
F i a u r t  60> T h e  e f f e c t  o f  c o r e « n t r « t i o n  o f  n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y  
on  a g g r e g a t i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  p a r t i c l e s
R e s u l t s  o b t a i n e d  i n  a n  i n d e p e n d e n t  s t u d y  a n d  r e p o r t e d  b y  T a y l o r  
■ t  e l .  ( 1 9 8 7 )  s h o w i n g  t h a t  v i r u s  p a r t i c l e s  a r e  n o t  a g g r e g a t e d  
when r e a c t e d  w i t h  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  n e u t r a l i s i n g  m o n o c l o n a l  
a n t i b o d y .  V a r i o u s  d i l u t i o n s  o f  p u r i f i e d  a n t i —HA I g G  ^HC 2> w e r e  
i n c u b a t e d  w i t h  2  x 10 *  h a u  o f  v i r u s  f o r  1 h o u r  a t  2 S ° C s n d  
s a m p l e s  w e r e  t a k e n  f o r  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y .  10~*  d i l u t i o n  o f  I g G  
• 6  ug I g G  < 1 . 7  x  1 0 *  H I U > / 4  x l O *  HAU o f  v i r u s  i n  a  v o l u m e  o f  
20 p i .
1 9 8 7 ;  F i g u r e  6 0 ) .  C o n s e q u e n t l y  c r o s s - l i n k i n g  i s  e l i m i n a t e d  i f  
s u f f i c i e n t  a n t i b o d y  i s  u s e d .  F o r  a n y  m o n o c l o n a l  a n t i - H A  a n t i b o d y  
t h e r e  a r e  t h r e e  b i n d i n g  s i t e s  p e r  HA t r i m e r  b u t  v i r u s  i n  s o l u t i o n  
b i n d s  o n l y  o n e  a n t i b o d y  m o l e c u l e  p e r  s p i k e  ( T a y l o r  e t  a l . «  1 9 8 7 ) .  
S i n c e  d e t e r g e n t  t r e a t m e n t  o f  v i r u s  m i g h t  e x p o s e  t h e  o t h e r  tw o  
s i t e s ,  i n  t h e  f o l l o w i n g  e x p e r i m e n t s  a l O - f o l d  e x c e s s  o f  a n t i b o d y  
( a t  l e a s t  Î O  H1 U I g G / H A U )  wa s u s e d  t o  e n s u r e  s a t u r a t i n g  
c o n d i t i o n s .  Tw o  d i f f e r e n t  n e u t r a l i s i n g  m o n o c l o n a l  I g G s  w e r e  u s e d ,  
HC2 a n d  H C 6 1 .  B o t h  map t o  d i f f e r e n t  e p i t o p e s  w i t h i n  t h e  a n t i g e n i c  
s i t e  c o r r e s p o n d i n g  t o  s i t e  A o f  t h e  H3 s u b t y p e  ( J . W . W c C a u l e y ,
H . P . T a y l o r  a n d  N . J . D i m m o c k ,  u n p u b l i s h e d  r e s u l t s ;  F i g u r e  2 ,
G e n e r a l  I n t r o d u c t i o n ) .  T h e  n o n - n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y  w a s  a 
m o n o c l o n a l  a n t i - H A  I g G  ( 1 8 5 / 1 )  t h a t  d o e s  n o t  b i n d  t o  t h e  s t r a i n  
o f  v i r u s  u s e d .
2 .  R E S U L T S
( a )  O p t i m i s a t i o n  o f  d e t e r g e n t  c o n c e n t r â t i o n
P r e v i o u s  w o r k  i n d i c a t e d  t h e  i m p o r t a n c e  o f  t h e  q u a n t i t y  o f  
d e t e r g e n t  u s e d  t o  d i s r u p t  v i r u s  ( A . S . C a r v e r  a n d  N . J . D i m m o c k ,  
u n p u b l i s h e d  r e s u l t s ) .  T h e y  u s e d  e i t h e r  e g g - g r o w n ,  u n l a b e l l e d  
v i r u s  o r  C 3 —S J - m e t h i o n i n e  l a b e l l e d  v i r u s  t o  w h i c h  u n l a b e l l e d  
v i r u s  w a s  a d d e d  s o  t h a t  t h e  m i n i m u m  c o n c e n t r a t i o n  wa s 4 x 10s  HAU 
o f  v i r u s / 3 0 0  u l ;  1 i l l  o f  d e t e r g e n t  (107.  N P 4 0  an d 0 . 2 5 7 .  T r i t o n  
X— 1 0 0 )  w a s  u s e d  p e r  1 0 *  HAU o f  v i r u s .  D e t e r g e n t  t r e a t m e n t  was 
c a r r i e d  o u t  i n  3 0 0  u l  o f  PBS on  i c e  f o r  4  m i n u t e s .  T h e  i n c u b a t i o n  
t i m e  a n d  t e m p e r a t u r e  a r e  c r i t i c a l .  I n c u b a t i o n  w i t h  t h e  same 
q u a n t i t y  o f  d e t e r g e n t  f o r * l o n g e r  p e r i o d s  a n d  a t  h i g h e r  
t e m p e r a t u r e s  r e s u l t s  i n  d i s i n t e g r a t i o n  o f  v i r a l  c o r e s .  H o w e v e r ,  
o n c e  b a n d e d ,  an d t h e r e b y  s e p a r a t e d  f r o m  d e t e r g e n t ,  c o r e s  w e r e
1 ?5
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F i g u r e  6 1 i D i s t r i b u t i o n  o f  r a d i o a c t i v i t y  i n  g r a d i e n t i  l o a d e d  w i t h  
v i r u s  a n d  d e t e r g e n t - t r e a t e d  v i r u s
V i r u s  i n  3 0 0  i l l  o r  PBS w as  i n c u b a t e d  w i t h  t h e  q u a n t i t i e s  o f  
d e t e r g e n t  s how n f o r  4 m i n  on  i c e  a n d  l a y e r e d  o n  t o p  o f  s u c r o s e  
g r a d i e n t s  < 107.; 407.1 60% w/v> a n d  c e n t r i f u g e d  a t  1 1 2 , O O O g ,  4**C, 
o v e r n i g h t .  G r a d i e n t s  w e r e  f r a c t i o n a t e d  an d t h e  r a d i o a c t i v i t y  i n  
e a c h  f r a c t i o n  d e t e r m i n e d .  F r a c t i o n  1 i s  t h e  b o t t o m  o f  t h e  
g r a d i e n t .
K e y  i
T u b e  n o .  C o n d i  t l o n s
1 v i r u s n o d e t e r g e n t
2 4 x I O * HAU v i r u s ♦ 4 111 d e t e r g e n t
3 10* HAU v i r u s ♦ 1 111 d e t e r g e n t
4 I O * HAU v i r u s ♦ 3 ul d e t e r g e n t
5 10* HAU v i r u s ♦ 10 «1 d e t e r g e n t
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? 3
s t a b l e  a n d  r e b a n d e d  h o m o g e n e o u s l y  a f t e r  s t o r a g e  a t  4 ° C  f o r  a week 
( A . S . C a r v e r  and N . J . D i m m o c k ,  u n p u b l i s h e d  r e s u l t s ) .  I n  t h e  
e x p e r i m e n t s  d e s c r i b e d  b e l o w  i t  w as  p o s s i b l e  t o  r e d u c e  t h e  
q u a n t i t i e s  o f  v i r u s ,  a l l o w i n g  h i g h e r  a n t i b o d y : v i r u s  r a t i o s  t o  be 
a c h i e v e d ,  b y  u s i n g  r a d l o a c t i v e l y  l a b e l l e d  v i r u s  b e c a u s e  t h e  
d e t e c t i o n  o f  r a d i o l a b e l  l e d  p r o t e i n s  i s  m o r e  s e n s i t i v e  t h a n  
s t a i n i n g  o f  u n l a b e l l e d  p r o t e i n s  i n  p o l y a c r y l a m i d e  g e l s .
T h e  o p t i m u m  d e t e r g e n t  c o n c e n t r a t i o n  t o  d i s r u p t  10 * HAU o f
C 3* S 1 - m e t h i o n i n e  v i r u s  was d e t e r m i n e d  b y  a n a l y s i n g  t h e  p r o d u c t s
b y  s u c r o s e  d e n s i t y  g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n .  W i t h  v i r u s  a l o n e  a 
w i t h  a  s m a l l  s h o u l d e r
s i n g l e  p e a k ^ w a s  o b t a i n e d ,  w h e r e a s  d e t e r g e n t  t r e a t m e n t  o f  v i r u s  
y i e l d e d  t w o  p e a k s  ( F i g u r e  6 1 ) .  F r a c t i o n s  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  
c o r e  an d g l y c o p r o t e i n  p e ak  f o r  e a c h  d e t e r g e n t  c o n c e n t r a t i o n  w e r e  
a n a l y s e d  b y  PAGE ( F i g u r e  6 2 ) .  On e  i n c u b a t i o n ,  t u b e  2 ,  c o n t a i n e d  
t h e  q u a n t i t y  o f  v i r u s  an d d e t e r g e n t  u s e d  i n  p r e v i o u s  w o r k  and 
t u b e s  3 - 5  w e r e  l o a d e d  w i t h  1 0 *  HAU o f  v i r u s  a f t e r  t r e a t m e n t  w i t h  
t h e  q u a n t i t i e s  o f  d e t e r g e n t  s h o w n .  T h e  c o r e s  f r o m  f u be- 2  ( 2 0
c o n s i s t  p r e d o m i n a n t l y  o f  NP a n d  M w i t h  a much r e d u c e d  a m o u n t  
o f  H A 1 a n d  HA2 c o m p a r e d  t o  v i r u s  a l o n e .  O f  t h e  t i t r a t e d  s a m p l e s  
t h e  c o r e s  f r o m  t u b e  5  ( 5 0  m o s t  c l o s e l y  r e s e m b l e  t h i s
p a t t e r n  a n d  t h e r e f o r e  3 u l  o f  d e t e r g e n t / 1 0 *  HAU w a s  t a k e n  as 
o p t i m u m .
( b )  E f f e c t  o f  d e t e r g e n t  on  a n t i b o d y - t r e a t e d  v i r u s
( i )  D i s t r i b u t i o n  o f  r a d i o a c t i v i t y  i n  g r a d i e n t s
F i g u r e  6 3  s h o w s  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  r a d i o a c t i v i t y  t h r o u g h o u t  
g r a d i e n t s  on  w h i c h  v i r u s  r e a c t e d  w i t h  a n t i b o d y  a n d  v i r u s  r e a c t e d  
w i t h  a n t i b o d y  a n d  t h e n  d e t e r g e n t  t r e a t e d  ha d  b e e n  c e n t r i f u g e d .
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C ”  c o r »  ( h i g h e r  d e n s i t y )
G 3 g l y c o p r o t e i n  ( l o w e r  d e n s i t y )
F i g u r e  6 2 :  PAGE a n a l y s i s  o f  c o r e  a n d  g l y c o p r o t e i n  p e a k s  f r o m  t h e  
d e t e r g e n t  o p t i m i s a t i o n  e x p e r i m e n t
E q u a l  q u a n t i t i e s  ( a p p r o x i m a t e l y  1 0 *  cpm ) o f  c o r e  ( h i g h e r  d e n s i t y )  
a n d  g l y c o p r o t e i n  p e a k s  w e r e  a p p l i e d  t o  t h e  g e l  t r a c k s  a s  
I n d i c a t e d .  T u b e  n u m b e r s  a r e  a s  i n  F i g u r e  6 1 .  A 1 0 -30 7.  g r a d i e n t  
p o l y a c r y l a m i d e  g e l  w as  u s e d  u n d e r  r e d u c i n g  c o n d i t i o n s .
2 C 0
F i g u r e  6 3 :  D i s t r i b u t i o n  o f  r a d i o a c t i v i t y  i n  g r a d i e n t s  l o a d e d  w i t h  
v i r u s  t r e a t e d  w i t h  a n t i b o d y  o r  a n t i b o d y  an d d e t e r g e n t
C 3 ™S 3—F P V / R  wa s i n c u b a t e d  w i t h  n e u t r a l i s i n g  o r  n o n - n e u t r a l i s i n g  
I g G  ( 4 2  wg> a t  2 5 °C  f o r  1 h o u r ,  c h i l l e d  on  i c e  a n d  d e t e r g e n t  
( 3  u l > o r  PB S  a d d e d  a s  s h o w n .  D e t e r g e n t  i n c u b a t i o n  and 
c e n t r i f u g a t i o n  w e r e  a s  d e s c r i b e d  i n  F i g u r e  6 1 .
N o n - n e u t r a l  i s i n g  I g G * 1 8 3 / l  
N e u t r a l i s i n g  ( a n t l - H A )  I gG *H C6 1  
R e s u l t s  f r o m  E x p e r i m e n t  2  ( s e e  T a b l e  13»
2C1
V i r u s  r e a c t e d  w i t h  n e u t r a l i s i n g  o r  n o n —n e u t r a  1 i s i n g  a n t i b o d y  
m i g r a t e s  a s  a  s i n g l e  p e a k  an d r e a c h e s  e q u i l i b r i u m  a t  t h e  same 
p o s i t i o n .  D e t e r g e n t  t r e a t m e n t  o f  n o n - n e u t r a l  i s e d  v i r u s  p r o d u c e s  
t w o  p e a k s  a r o u n d  - f r a c t i o n  8  ( c o r e s )  a n d  f r a c t i o n  12 
( g l y c o p r o t e i n s ) . When v i r u s  wa s n e u t r a l i s e d  w i t h  m o n o c l o n a l  
a n t i - H A  I g G  ( H C 6 1 )  p r i o r  t o  d e t e r g e n t  t r e a t m e n t ,  t w o  p e a k s  w e r e  
a g a i n  d i s c e r n i b l e .  F i g u r e  6 4  s h o w s  t h e  r a d i o a c t i v i t y  a s s o c i a t e d  
w i t h  t h e  b o t t o m s  o f  t h e  c e n t r i f u g e  t u b e s .  C o m p a r i s o n  o f  t h e  
a m o u n t  o f  r a d i o a c t i v i t y  i n  t h e  p e l l e t s  f r o m  d e t e r g e n t - t r e a t e d , 
n o n - n e u t r a 1 i s e d  v i r u s  w i t h  t h a t  f r o m  v i r u s  a l o n e  s h o w e d  t h a t  
d e t e r g e n t  t r e a t m e n t  i n c r e a s e d  t h e  q u a n t i t y  o f  v i r a l  p r o t e i n s  i n  
t h e  p e l l e t  ( 5 - f o l d ) . When n e u t r a l i s e d  v i r u s  w as
d e t e r g e n t - t r e a t e d , 3 . 5 - f o l d  m o r e  r a d i o a c t i v i t y  w a s  a s s o c i a t e d  
w i t h  t h e  p e l l e t s  t h a n  w a s  s e e n  f o r  n o n - n e u t r a l i s e d  v i r u s  a f t e r  
s i m i l a r  t r e a t m e n t .  T a b l e  15 s h o w s  t h a t  t h e  r e s u l t s  f r o m  tw o  o t h e r  
e x p e r i m e n t s  w e r e  s i m i l a r .  F i g u r e  6 5  s h o w s  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  
v i r a l  p r o t e i n s  t h r o u g h o u t  g r a d i e n t s  l o a d e d  w i t h  n o n - n e u t r a l l s e d  
a n d  n e u t r a l i s e d  v i r u s  a f t e r  d e t e r g e n t  t r e a t m e n t .  T h e  same 
q u a n t i t y  o f  r a d i o a c t i v i t y  w as  a p p l i e d  t o  e a c h  t r a c k  o f  t h e  g e l s  
a n d  5 r e g i o n s  c a n  b e  d e l i n e a t e d :  p e l l e t s ;  b o t t o m  f r a c t i o n s  
( f r a c t i o n s  1 t o  6 ) ;  c o r e s  ( 7  t o  9 ) ;  g l y c o p r o t e i n s  (1 1  t o  1 4 )  a n d  
t h e  t o p  o f  t h e  g r a d i e n t  ( 1 6  a n d  a b o v e ) .  O n l y  i n  t h e  c o r e  an d 
g l y c o p r o t e i n  f r a c t i o n s  a n d  p e l l e t s  w e r e  a n y  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  
n e u t r a l i s e d  a n d  n o n - n e u t r a l i s e d  v i r u s  d e t e c t a b l e .  T h e  p r o t e i n  
c o m p o s i t i o n  o f  t h e s e  f r a c t i o n s  i s  c o n s i d e r e d  b e l o w .
( i i )  C o m p o s i t i o n  o f  t h e  g l y c o p r o t e i n  p e a k  a n d  p e l l e t s
When v i r u s  i s  r e a c t e d  w i t h  n o n - n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y  a n d  t r e a t e d  
w i t h  d e t e r g e n t ,  t h e  g l y c o p r o t e i n  b a n d  c o n t a i n s  H A 1 ,  H A 2 ,  N A/ N P  
a n d  M ( F i g u r e  6 6 ) .  T h e  g e l s  i n  F i g u r e  6 7 ,  w h e r e  NP a n d  NA a r e
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N e u t .  i 
D e t e r g e n t :
F i g u r e  6 4 :  R a d i o a c t i v i t y  i n  t h e  p e l l e t s  a f t e r  g r a d i e n t
c e n t r i f u g a t i o n  o f  v i r u s  r e a c t e d  w i t h  m o n o c l o n a l  
a n t i b o d y  w i t h  an d w i t h o u t  s u b s e q u e n t  t r e a t m e n t  w i t h  
d e t e r g e n t
This figure represents the radioactivity associated with the 
pellets after harvesting the gradients shown in Figure 63.
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T a b l e  1 5 j T h e  a m o u n t  o f  r a d i o a c t i v i t y  i n  t h e  p e l l e t s  fr o m
g r a d i e n t s  l o a d e d  w i t h  d e t e r g e n t - t r e a t e d  n o n - n e u t r a  1 i s e d  
a n d  n e u t r a l i s e d  v i r u s
R a d i o a c t i v i t y  (c p m  x I O — -
N e u t . U n n e u t .
a n t i - H A
E x p t  No. MoAb p e l l e t R a t i o  N/U
1 HC2 2 7 . 0 3 .  3
2 HC61 3 0 .  3 1 4 . 5 3 . 5
3 HC61 1 3 . 5 5 . 0 2 . 7
N o t e s :
N -  n e u t r a l i s e d  v i r u s ,  U ■ n o n - n e u t r a  1 i s e d  v i r u s .
a .  R a d i o a c t i v i t y  f o r  E x p e r i m e n t s  1 a n d  2 wa s d e t e r m i n e d  d i r e c t l y  
a f t e r  i m m e r s i n g  t h e  t u b e  b o t t o m s  i n  s c i n t i l l a t i o n  f l u i d .  T h e  
r e s u l t s  f o r  E x p e r i m e n t  3 w e r e  d e t e r m i n e d  a f t e r  r e s u s p e n d i n g  
p r o t e i n s  f r o m  t h e  t u b e  b o t t o m s .
b .  T h e  n o n - n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y  w a s  a n o n - s p e c i f i c  m o n o c l o n a l  
I g G  ( 1 8 5 / 1 )
F i g u r e  6 5 : P A G E  a n a l y s i s  o f  ■ f r a c t i o n s  f r o m  s u c r o s e  g r a d i e n t s  
l o a d e d  w i t h  d e t e r g e n t - t r e a t e d  n e u t r a l i s e d  o r  
n o n — n e u t r a l i s e d  v i r u s
K e y : v * v l r u s
G « g l y c o p r o t e i n  p e ak  on  s u c r o s e  g r a d i e n t  
C » c o r e  p e a k  o n  s u c r o s e  g r a d i e n t  
P - p e l l e t
E a c h  t r a c k  w a s  l o a d e d  w i t h  4  x 10* cp m.
R e s u l t s  f r o m  E x p e r i m e n t  3  ( T a b l e  1 5 ) .  
P AG E c o n d i t i o n s  a s  F i g u r e  6 2 .
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F i g u r *  66s PAGE a n a l y m i *  o-f g l y c o p r o t * i n  f r « c t i o n t  « n d  
p e l l e t »  f r o n  d e t e r g e n t - t r e a t e d ,  n o n - n e u t r a l i » e d  
n e u t r a l i s * d  v i r u *
and
R . » u l t «  < r «  3  < T . B 1 .  I S  t o d  F i g u r .  6 3 )
P AG E c o n d i t i o n »  a s  F i g u r *  6 2  
K e y : G * g l y c o p r o t e i n j  P * p * l i * t
r e s o l v e d ,  s u g g e s t  t h a t  NA i s  t h e  m a j o r  c o n s t i t u e n t  o f  t h e  NP/NA 
b a n d .  T h u s  t h e  q u a n t i t i e s  o f  NP a n d  M i n  t h e  g l y c o p r o t e i n  ba n d  
a r e  muc h r e d u c e d  c o m p a r e d  t o  v i r u s .  When v i r u s  was r e a c t e d  w i t h  
n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y  and t h e n  s p l i t  w i t h  d e t e r g e n t  a d i f f e r e n t  
p a t t e r n  w a s  o b t a i n e d .  U n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  t h e  g l y c o p r o t e i n  
p e ak  l a c k e d  HA1 a n d  HA 2 and t h i s  d e f i c i e n c y  w a s  s p e c i f i c  and 
s e l e c t i v e  s i n c e  N A ,  NP and M w e r e  s t i l l  d e t e c t a b l e .  F i g u r e  66 
a l s o  s h o w s  an a n a l y s i s  o f  t h e  p r o t e i n  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p e l l e t s .  
T h e  a b s e n c e  o f  H A 1 a n d  HA2 f r o m  t h e  g l y c o p r o t e i n  p e ak  w as  
a c c o m p a n i e d  b y  an  i n c r e a s e  i n  t h e  p r o p o r t i o n  o f  t h e s e  p r o t e i n s  i n  
t h e  p e l l e t .  F i g u r e  6 8  d e m o n s t r a t e s  t h a t  n e u t r a l i s i n g  I g G  was a l s o  
p r e s e n t  i n  t h e  p e l l e t  f r o m  a s i m i l a r  s a m p l e  w h e r e a s  
n o n - n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y  was a b s e n t  f r o m  t h e  c o r r e s p o n d i n g  
p e l l e t .  F i g u r e  6 7  s h o w s  t h e  p r o t e i n  c o m p o s i t i o n  o f  g l y c o p r o t e i n  
b a n d s  f r o m  t w o  o t h e r  e x p e r i m e n t *  a n d  t h e  r e s u l t s  a r e  t h e  same as 
s how n i n  F i g u r e  6 6 .
( i i i )  C o m p o s i t i o n  o f  t h e  c o r e  p e a k
No m a j o r  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  p r o t e i n  c o n s t i t u e n t s  o f  c o r e s  d e r i v e d  
f r o m  n o n - n e u t r a l i s e d  an d n e u t r a l i s e d  v i r u s  w e r e  o b s e r v e d  b u t  on e  
d i f f e r e n c e  w as  n o t e d .  C o m p a r i s o n  o f  t h e  p r o t e i n  p r o f i l e s  o f  c o r e s  
f r o m  n e u t r a l i s e d  a n d  n o n - n e u t r a l i s e d  v i r u s  s u g g e s t s  t h a t  s l i g h t l y  
m o r e  H A  i s  r e t a i n e d  o n  t h e  c o r e s  f r o m  n e u t r a l i s e d  v i r u s  
( F i g u r e s  6 9  a n d  7 0 ) .  T h i s  d i f f e r e n c e  w a s  c o n s i s t e n t  i n  3 
e x p e r i m e n t s  w i t h  t w o  n e u t r a l i s i n g  m o n o c l o n a l  I g G s  t o  d i f f e r e n t  
e p i t o p e s .  H o w e v e r ,  o n l y  a s m a l l  i n c r e a s e  w a s  s e e n  a n d  h a s  b e e n  
j u d g e d  o n l y  b y  e y e  f r o m  a u t o r a d i o g r a p h s i  t h e  l e v e l s  o f  
r a d i o a c t i v i t y  i n  t h e  g e l s  w e r e  t o o  lo w  t o  a l l o w  q u a n t i t a t i o n  b y  
s c i n t i l l a t i o n  c o u n t i n g  o f  e x c i s e d  b a n d s .
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P i g u r e 6 8 : PAG E a n a l y s i s  o f  - f r a c t i o n s  o f  g r a d i e n t s  l o a d e d  w i t h  
d e t e r g e n t - t r e a t e d  n o n - n e u t r a l i s e d  a n d  n e u t r a l i s e d  
v i r u s  t o  d e t e c t  I g G
T h e  n e u t r a l i s i n g  I g G  u s e d  w a s  MC61 a n d  t h e  n o n - n e u t r a l i s i n g  I g G  
w a s  1 8 3 / 1 .  G r a d i e n t  f r a c t i o n s  f r o m  t h e  t o p  ( T ) ,  g l y c o p r o t e i n  <G> 
a n d  c o r e  <C> b a n d s  w e r e  p o o l e d  a n d  a n a l y s e d  w i t h  p e l l e t  (P> 
s a m p l e s  an d I g G  m a r k e r s  b y  e l e c t r o p h o r e s i s  u n d e r  n o n - r e d u c i n g  
c o n d i t i o n s .  T h e  u n l a b e l  l e d  p r o t e i n s  w e r e  d e t e c t e d  b v  
s i l v e r - s t a i n i n g .  I n f l u e n z a  v i r u s  p r o t e i n s  d o  n o t  m i g r a t e  i n  t h e  
s e c t i o n  o f  t h e  g e l  shown  ( t h e  v i r a l  p r o t e i n s  w i t h  m o l e c u l a r  
w e i g h t s  c l o s e s t  t o  1 6 0 , 0 0 0  a r e  t h e  NA a t  2 2 0 , 0 0 0  a n d  t h e  
l o w - a b u n d a n c e  p o l y m e r a s e  p r o t e i n s  a t  a p p r o x i m a t e l y  9 0 , 0 0 0 .  N o n e  
o f  t h e s e  w e r e  p r e s e n t  i n  d e t e c t a b l e  q u a n t i t i e s . )
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F  i g u r t 6 P : PAGE a n a l y s i s  o f  c o r e  f r a c t i o n s  f r o m  
d e t e r g e n t - t r e a t e d ,  n o n - n e u t r a l i s e d  a n d  
v i r u s
n e u t r a l i s e d
R e s u l t s  f r o m  E x p e r i m e n t  3 ( T a b l e  15 and F i g u r e  6 3 )
PAGE c o n d i t i o n s  a s  F i g u r e  6 2
N o n - n e u t r a l i s e d  v i r u s  <U> w a s  r e a c t e d  w i t h  n o n - s p e c i f i c  I g G  
( 1 3 3 / 1 )  o r  v i r u s  was n e u t r a l i s e d  (N> w i t h  a n t t - H A  I g G  (H C 6 1 >

2 i 2
T h e  p r o p o r t i o n  o f  M p r o t e i n  i n  t h e  c o r e  - f r a c t i o n s  w as  v a r i a b l e .  
F i g u r e  7 0  s h o w s  t h a t  t h e  q u a n t i t y  o f  M an d N P / N A  w e r e  
a p p r o x i m a t e l y  t h e  same i n  t h e  c o r e s  f r o m  n o n - n e u t r a l i s e d  v i r u s  
p r o d u c e d  i n  E x p e r i m e n t  1 .  I n  t h e  c o r r e s p o n d i n g  s a m p l e  f r o m  
E x p e r i m e n t  2 ,  h o w e v e r ,  N P / N A  was i n  e x c e s s  o f  M.  T h e  c o r e s  
p r o d u c e d  f r o m  n e u t r a l i s e d  v i r u s  i n  E x p e r i m e n t  2  h a v e  m o r e  M th a n  
N P / N A  a s s o c i a t e d ,  b u t  n o  e n r i c h m n e n t  i n  M c o n t e n t  was o b s e r v e d  i n  
t h e  c o r e s  f r o m  n e u t r a l i s e d  v i r u s  p r o d u c e d  i n  E x p e r i m e n t s  1 an d 3 .
3 .  D I S C U S S I O N
A n a l y s i s  o f  t h e  p r o t e i n s  o f  d e t e r  g e n  t - t r e a t e d , n e u t r a l i s e d  v i r u s  
s h o w e d  t h a t  HA was a b s e n t  f r o m  t h e  g l y c o p r o t e i n  p e a k  a n d  t h a t  t h e  
p e l l e t s  a n d  c o r e  f r a c t i o n s  w e r e  e n r i c h e d  f o r  H A .  T h e  a b s e n c e  o f  
HA f r o m  t h e  g l y c o p r o t e i n  p e a k  a c c o u n t s ,  a t  l e a s t  i n  p a r t ,  f o r  
r e d u c t i o n  i n  r a d i o a c t i v i t y  i n  t h i s  p e a k .  N e u t r a l i s i n g  a n t i - H A  
s p e c i f i c a l l y  c a u s e s  t h e  HA t o  p e l l e t .
T h e  r e d u c e d  r a d i o a c t i v i t y  i n  t h e  c o r e  p e ak  f r o m
d e t e r g e n t - t r e a t e d , n e u t r a l i s e d  v i r u s  r e s u l t s  f r o m  t h e  l o s s  o f  a l l  
c o m p o n e n t s  s i n c e  t h e  r a t i o s  o f  t h e  r e m a i n i n g  p r o t e i n s  a r e  
s i m i l a r ,  a l t h o u g h  i f  a n y t h i n g ,  t h i s  f r a c t i o n  i s  e n r i c h e d  f o r  HA.  
T h i s  a p p a r e n t  e n r i c h m e n t  may b e  b e c a u s e  m o r e  d e t e r g e n t  i s  
r e q u i r e d  t o  r e m o v e  t h e  HA f r o m  n e u t r a l i s e d  v i r u s .  N e u t r a l  i s a t i o n  
may i n c r e a s e  t h e  s t a b i l i t y  o f  a s s o c i a t i o n  o f  HA w i t h  i n t e r n a l  
! v i r i o n  c o m p o n e n t s  e . g .  M l  o r  M 2 ,  o r  t h e  d e c r e a s e d  s u s c e p t i b i l i t y  
o f  n e u t r a l i s e d  v i r u s  t o  d e t e r g e n t  m a y b e  a  c o n s e q u e n c e  o f  
s a t u r a t i n g  v i r u s  w i t h  a n t i b o d y .  T h e s e  p o s s i b i l i t i e s  w o u l d  a l s o  
a c c o u n t  f o r  t h e  i n c r e a s e  i n  M p r o t e i n  a s s o c i a t e d  w i t h  c o r e s  i n  
o n e  e x p e r i m e n t .  T h e  i n c r e a s e  i n  r a d i o a c t i v i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e
p e l l e t  i s  p a r t l y  d u e  t o  an i n c r e a s e  i n  t h e  p r o p o r t i o n  o f  H A ,  b u t  
t h e  p r o p o r t i o n  o f  HA i s  c l e a r l y  n o t  i n c r e a s e d  3 - f o l d .  T h e r e f o r e  
t h e  p e l l e t  m u s t  i n c l u d e  c o r e s  o r  c o r e  c o m p o n e n t s  i n  a d d i t i o n  t o  
HA.
D e t e r g e n t  t r e a t m e n t  o f  v i r u s  s e p a r a t e s  t h e  g l y c o p r o t e i n s  f r o m  
v i r u s  a n d  when t h e  d e t e r g e n t  i s  r e m o v e d  g l y c o p r o t e i n s  a s s o c i a t e  
t o g e t h e r  f o r m i n g  r o s e t t e s  w i t h  h y d r o p h o b i c  t e r m i n i  a t  t h e  c e n t r e  
( W r i g l e y ,  1 9 7 9 ) .  A m i x t u r e  o f  HA an d NA g i v e s  r i s e  t o  m i x e d  
r o s e t t e s  ( L a v e r  a n d  V a l e n t i n e ,  1 9 6 9 )  an d a s c h e m a t i c  d i a g r a m  o f  
an HA r o s e t t e  i s  s ho w n  i n  F i g u r e  7 1 ( a ) .  T h e y  r e a c h  e q u i l i b r i u m  i n  
t h e  s u c r o s e  g r a d i e n t s  a t  a  d e n s i t y  o f  1 . 1 6 - 1 . 1 8  g / m l  w h e r e a s  
a n t i b o d y ,  a  g l y c o p r o t e i n  w i t h  p r e s u m a b l y  t h e  same d e n s i t y  a s  HA 
a n d  N A ,  r e m a i n e d  a t  t h e  t o p  o f  t h e  g r a d i e n t  ( d e n s i t y  < 1 . 0 5  g / m l >  
p e r h a p s  b e c a u s e  i t  ha d  n o t  ha d t i m e  t o  r e a c h  i t s  i s o p y c n i c  p o i n t .  
T h e  g l y c o p r o t e i n s  f r o m  d e t e r g e n t - t r e a t e d ,  n o n - n e u t r a 1 i s e d  v i r u s  
may a s s o c i a t e  t o g e t h e r .  T h e  g l y c o p r o t e i n  p e ak  had 
h a e m a g g l u t i n a t i o n  a c t i v i t y  ( F i g u r e  7 2 )  b u t  m o n o m e r i c  H A ,  f o r  
e x a m p l e  b r o m e l a i n - r e l e a s e d  HA ( S k e h e l  e t  ai_.  ,  1 9 8 2 ) ,  c a n n o t  
a g g l u t i n a t e  r e d  b l o o d  c e l l s .  E v e n  a f t e r  d e t e r g e n t  t r e a t m e n t ,  
l i p i d  m a y r e m a i n  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  g l y c o p r o t e i n s .  T h e r e f o r e ,  
g l y c o p r o t e i n s  may a s s o c i a t e  b e c a u s e  o f  t h e  p r e s e n c e  o f  r e s i d u a l  
l i p i d  a n d  a s s o c i a t i o n  o f  t h e i r  h y d r o p h o b i c  d o m a i n s .
U n d e r  s a t u r a t i n g  c o n d i t i o n s  o f  a n t i b o d y ,  o n l y  o n e  I g G  m o l e c u l e  
p e r  H A  s p i k e  b i n d s  t o  i n f l u e n z a  v i r u s  i n  s o l u t i o n  ( T a y l o r  » t  a l .  , 
1 9 8 7 )  a n d  F i g u r e  7 3  s u g g e s t s  w a y s  i n  w h i c h  t h i s  s t o i c h i o m e t r y  
c o u l d  b e  a c h i e v e d  u s i n g  i n f o r m a t i o n  f r o m  W r i g l e y  e t  a_l_. ( 1 9 8 3 ) .
HA f r o m  n e u t r a l i s e d  v i r u s  p e l l e t e d  t o  t h e  b o t t o m  o f  t h e  t u b e  e v e n  
t h o u g h  t h e  ma ximum d e n s i t y  o f  t h e  g r a d i e n t  w a s  1 . 2 6  g / m l  w h e r e a s  
t h e  N A b a n d e d  a t  1 . 1 6 - 1 . 1 8  g / m l .  T h e r e f o r e ,  HA i s  r e n d e r e d
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F 1gur« 7 1 1 M o d e l  t o  a c c o u n t  f o r  p e l l e t i n g  o i  
i n t e r a c t i o n  w i t h  a n t i - H A  Ig G
t h e ait er
HYDROPHOBIC
T A I L
P r e e  HA i n  a q u e o u s  s o l u t i o n  f o r m  r o s e t t e s  w i t h  t h e  
h y d r o p h o b i c  t a i l s  < C - t e r m i n i  o f  H A 2)  b u r i e d  i n  t h e  c e n t r e .
<b> A s  a r e s u l t  o f  a  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e  o r  s t e r i c  h i n d r a n c e  
i m p o s e d  b y  n e u t r a l i s i n g  I g G ,  t h e  h y d r o p h o b i c  t a i l s  o f  HA a r e  
e x p o s e d  t o  t h e  s o l v e n t .
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F i g u r e  7 2 «  H a e m a g g l u t i n a t i o n  a s s a y  o f  f r a c t i o n s  f r o m  s u c r o s e  
g r a d i e n t s  l o a d e d  w i t h  v i r u s  i n c u b a t e d  w i t h  F a b  
f r a g m e n t s  a n d  s u b s e q u e n t l y  d e t e r g e n t  t r e a t e d
F r a c t i o n s  1 0 - 1 2  * c o r e  pe ak
1 3 - 1 8  * g l y c o p r o t e i n  p e ak
1 0 *  HAU o f  F P V / R  w a s  i n c u b a t e d  f o r  1 h o u r  a t  2 3 ° C  w i t h  3 3  ug o f  
a n t i - H A  <HC2> o r  n o n - s p e c i f i c  ( 1 8 3 / 1 )  F a b  f r a g m e n t s  a s  s h o w n .  
V i r u s - F a b  m i x t u r e s  w e r e  d e t e r g e n t  t r e a t e d  a n d  c e n t r i f u g e d  as 
d e s c r i b e d  i n  F i g u r e  6 1 .  T h e  HA t i t r e  o f  t h e  f r a c t i o n s  w e r e  
d e t e r m i n e d .  A r r o w s  i n d i c a t e  t h e  f r a c t i o n s  a n a l y s e d  b y  P A G E  
( F i g u r e  7 4 )  w h i c h  c o n t a i n  HA 1 a n d  HA2 p o l y p e p t i d e s .
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I n s o l u b l e  b y  c o m b i n a t i o n  w i t h  n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y .  T h i s  i s  
i m p o r t a n t  i f  t h e  c h a n g e  ( e . g .  i n  c o n f o r m a t i o n  o r  c h a r g e )  i s  
s p e c i f i c a l l y  i n d u c e d  b y  n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d i e s ,  b u t  may s i m p l y  
b e  an e x a m p l e  o f  i m m u n e - p r e c i p i t a t i o n  ( r e v i e w e d  b y  S t e e n s g a a r d ,  
1 9 8 4 ;  s e e  P a r t  4 b e l o w ) .
P r e l i m i n a r y  e v i d e n c e  u s i n g  a n t i b o d y  f r a g m e n t s  s u g g e s t s  t h a t  
b i v a l e n c y  i s  r e q u i r e d  t o  c a u s e  t h e  HA t o  p e l l e t .  I g G  w as  
f r a g m e n t e d  u s i n g  p e p s i n  f o l l o w e d  b y  c y s t e i n e  r e d u c t i o n  ( M e t h o d s  
a n d  O p t i m i s a t i o n s ,  P a r t  6 ) .  T h i s  y i e l d e d  a m i x t u r e  o f  F ( a b ' ) — a n d  
F a b '  f r a g m e n t s ,  c a l l e d  F a b  p r e p a r a t i o n .  F o r  t h e  e x p e r i m e n t  s ho w n  
u s i n g  f r a g m e n t s  o f  HC61 t h e  r a t i o  o f  F a b '  t o  F ( a b > a  w a s  4 : 1  
( A p p e n d i x  A ) .  When v i r u s  w a s  r e a c t e d  w i t h  F a b  p r e p a r a t i o n s  
d e r i v e d  f r o m  HC2 o r  H C 6 1 ,  l i t t l e  e x t r a  r a d i o a c t i v i t y  w as  
p r e c i p i t a t e d  ( T a b l e  16)  a n d  H A  w as  s t i l l  p r e s e n t  i n  g l y c o p r o t e i n  
f r a c t i o n s  ( F i g u r e  7 4 ) ,  e v e n  t h o u g h  s a t u r a t i n g  a m o u n t s  o f  t h e s e  
F a b  p r e p a r a t i o n s  w e r e  u s e d .  N o  h a e m a g g l u t i n a t i o n  a c t i v i t y  was 
d e t e c t a b l e  i n  t h e  f r a c t i o n s  o f  t h e  g r a d i e n t  l o a d e d  w i t h  v i r u s  
r e a c t e d  w i t h  s p e c i f i c  a n t i - H A  F a b  f r a g m e n t s  d e m o n s t r a t i n g  t h a t  
t h e s e  f r a g m e n t s  b o u n d  t o  t h e  v i r u s  ( F i g u r e  7 2 ) .  O b v i o u s l y ,  w i t h  
m o n o v a l e n t  F a b  f r a g m e n t s  i n t e r - s p i k e  c r o s s - l i n k i n g  a n d  
i n t r a - s p i k e  c r o s s - l i n k i n g  c a n n o t  o c c u r  s u g g e s t i n g  t h a t  b i v a l e n c y  
may b e  r e q u i r e d  t o  c a u s e  p r e c i p i t a t i o n  o f  H A .  T h e  i n t e r p r e t a t i o n  
o f  t h e s e  r e s u l t s  i s  e q u i v o c a l ,  h o w e v e r ,  b e c a u s e  F a b  f r a g m e n t s  d o  
n o t  n e u t r a l i s e  i n f l u e n z a  v i r u s  ( K i d a  e t  a_l .^ ,  1 9 8 5 ;  Y o d e n  e t  a l . , 
1 9 8 5 ;  R . J . R l g g  a n d  N . J . D i m m o c k ,  A p p e n d i x  A )  a n d  may f o r  t h i s  
r e a s o n  c a u s e  n o  c o n f o r m a t i o n a 1 c h a n g e .
F u t u r e  w o r k  s h o u l d  b e  d i r e c t e d  t o  d e t e r m i n i n g  i f  p e l l e t i n g  o f  t h e
HA c o r r e l a t e s  w i t h  n e u t r a 1 i s a t i o n ,
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T a b  l e T h e  q u a n t i t i e s  o i  r a d i o a c t i v i t y  i n  t h e  p e l l e t s  a f t e r  
c e n t r i f u g a t i o n  o f  v i r u s  r e a c t e d  w i t h  F a b  f r a g m e n t s  an d 
t r e a t e d  w i t h  d e t e r g e n t
R a d i o a c t i v i t y  (cpm x 10
E x p e r i  men t
A n t i - H A  
F a b *  
( c l o n e )
N o n - s p e c l f  i c
F a b “  R a t i o
( 1 8 5 / 1 )  S p e c i f i c / n o n - s p e c i f i c
A 1 9 . 5  ( H C 6 1 )  1 4 . 5
B 2 B . 0  <HC2> 2 3 . 5
N o t e s :
a .  R a d i o a c t i v i t y  i n  t h e  p e l l e t s  wa s d e t e r m i n e d  a f t e r  i m m e r s i n g  
t h e  t u b e  b o t t o m s  i n  s c  i n t i  1 l a t i o n  f l u i d .
b .  F a b  f r a g m e n t s  w e r e  d e r i v e d  f r o m  t h e  m o n o c l o n a l  I g G s  i n d i c a t e d .  
N e u t r a l i s a t i o n  t i t r e s  w e r e  d e t e r m i n e d  a f t e r  a a d i n g  r a b b i t  
a n t i - m o u s e  I g G  (RAM) a n d  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  t h e  a n t i - H A  
F a b s  r e d u c e d  i n f e c t i v i t y .  H o w e v e r ,  F a b  p r e p a r a t i o n s  a l o n e  
n e u t r a l i s e d  i n f e c t i v i t y  r e l a t i v e l y  p o o r l y  ( s e e  G e n e r a l  
D i s c u s s i o n  a n d  A p p e n d i x  A )  an d t h e r e f o r e  t h e  i n f e c t i v i t y  o f  
v i r u s  r e a c t e d  w i t h  F a b  f r a g m e n t s  h e r e  w as  p r o b a b l y  l i t t l e  
c h a n g e d  c o m p a r e d  t o  v i r u s  r e a c t e d  w i t h  n o n - s p e c i f i c  F a b  
f r a g m e n t s .  F a b  p r e p a r a t i o n s  i n h i b i t  HA a c t i v i t y  ( F i g u r e  7 2 )  
i n d i c a t i n g  t h a t  F a b  f r a g m e n t s  b i n d  t o  v i r u s .
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S pe c i f i c i t y : N o n - s p e c  i  f i c A n t i - H A
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NP
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M
F i g u r e  7 4 j C o m p a r i s o n  o*  g l y c o p r o t e i n  b a n d s  d e r i v e d  ♦rom v i r u s  
r e a c t e d  w i t h  n o n - i p a c i i i c  an d s p e c i f i c  Fab  
p r e p a r a t i o n s
R e s u l t s  i r o n  E x p e r i m e n t  B ( T a b l e  16)
T h e  d i s t r i b u t i o n  o f  HA a c t i v i t y  t h r o u g h o u t  t h e s e  g r a d i e n t s  i s  
s h o w n  i n  F i g u r e  72
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4 .  M ODE LS  T O  A C C O U N T FOR P R E C I P I T A T  ION  OF T H E  HA
( a )  P r s c  i p  i  t a t  i o n  o f  HA may b e  t h e  r e s u l t  o f  a  c o n f o r m a t i o n a l  
c h a n g e  s p e c i f i c a l l y  i n d u c e d  b y  n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y
A n t i b o d y  c a n  i n d u c e  c o n f o r m â t i o n a l  c h a n g e s  i n  a n t i g e n s  ( s e e  
G e n e r a l  I n t r o d u c t i o n ,  P a r t  1 6 ( b ) )  an d t h i s  may r e s u l t  i n  e x p o s u r e  
o f  h y d r o p h o b i c  r e g i o n s  s o  t h a t  t h e  a n t i g e n - a n t i b o d y  c o m p l e x  i s  
i n s o l u b l e  ( S t e e n s g a a r d ,  1 9 8 4 ) .  F o r  t h e  p r e c i p i t a t i o n  o f  H A - I g G  
c o m p l e x e s  t o  b e  r e l e v a n t  t o  n e u t r a l i s a t i o n ,  w h a t e v e r  t h e  c h a n g e  
i s  t h a t  c a u s e s  p r e c i p i t a t i o n  m u s t  b e  i n d u c e d  b y  n e u t r a l i s i n g ,  b u t  
n o t  n o n - n e u t r a l i s i n g ,  a n t i b o d i e s .  T h e r e f o r e ,  t o  d e t e r m i n e  i f  
p r e c i p i t a t i o n  o f  HA i s  n e u t r a l i s a t i o n - s p e c i f i c ,  s o l u b i l i t y  o f  
I g G - H A  c o m p l e x e s  p r o d u c e d  u s i n g  a  p a n e l  o f  n e u t r a l i s i n g  and 
n o n - n e u t r a l i s i n g  a n t i - H A  a n t i b o d i e s  s h o u l d  b e  s t u d i e d .
I t  i s  p o s t u l a t e d  t h a t  n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y  i n d u c e s  a 
c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e  i n  t h e  HA o f  i n f l u e n z a  v i r u s  c a u s i n g  
t r a n s m i s s i o n  o f  a  t r a n s m e m b r a n e  s i g n a l  w h i c h  m o d i f i e s  so m e  
i n t e r n a l  v i r i o n  c o m p o n e n t  r e n d e r i n g  t h e  v i r u s  n o n - i n f e c t i o u s  
( P o s s e e  e t  a l . ,  1 9 8 2 {  T a y l o r ,  1986| t h i s  t h e s i s ) .  U s i n g  i s o l a t e d  
H A ,  K i d a  e t  al_ .  ( 1 9 8 5 )  an d W h a r t o n  e t  a_l_. ( 1 9 8 6 )  e x a m i n e d  t h e
a b i l i t y  o f  H A  r e a c t e d  w i t h  a n t i - H A  a n t i b o d y  t o  u n d e r g o  t h e  
c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e  i n d u c e d  b y  m i l d l y  a c i d i c  p H .  B o t h  g r o u p s  o f  
w o r k e r s  f o u n d  t h a t  HA c o u l d  n o t  u n d e r g o  t h i s  c o n f o r m a t i o n a l  
c h a n g e  a n d  t h e i r  r e s u l t s  p r o v i d e  n o  e v i d e n c e  f o r  a  c o n f o r m a t i o n a l  
c h a n g e  i n  HA i n d u c e d  b y  r e a c t i o n  w i t h  a n t i b o d y .  T h u s ,  t h e s e  in  
v i t r o  s t u d i e s  d o  n o t  s u p p o r t  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  n e u t r a l i s i n g  
a n t i b o d y  i n d u c e s  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  i n  t h e  H A .  A t  p H  5 t h e  HA 
u n d e r g o e s  a m a j o r  c o n f o r m a t i o n a l  r e a r r a n g e m e n t  a n d  i t  may b e  t h a t  
t h e  m e t h o d s  w h i c h  d e t e c t  t h i s  c h a n g e  a r e  t o o  i n s e n s i t i v e  t o
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d e t e c t  t h e  p u t a t i v e  c h a n g e  i n d u c e d  b y  a n t i b o d y .
<b> P r e c i p i t a t i o n  o f  HA i s  a n t i b o d y ,  b u t  n o t  n e u t r a l i s a t i o n ,  
d e p e n d e n t
A t  l e a s t  t w o  n e u t r a l i s a t i o n - i r r e l e v a n t  m e c h a n i s m s  c o u l d  a c c o u n t  
f o r  p r e c i p i t a t i o n  o f  t h e  H A .
( i  > I m m u n e - p r e c i p i t a t i o n
T h i s  i s  a g e n e r a l  t e r m  f o r  r e a c t i o n s  r e s u l t i n g  i n  t h e  f o r m a t i o n  
o f  i n s o l u b l e  a n t i b o d y - a n t i g e n  c o m p l e x e s .  E v e n  t h e  p r o t o t y p e  o f  
i m m u n e - p r e c i p i t a t i o n ,  t h e  p r e c i p i t i n  r e a c t i o n  o f  r a b b i t  I g G ,  i s  
p o o r l y  u n d e r s t o o d ,  b u t  i n s o l u b l e  c o m p l e x e s  a r e  t h o u g h t  t o  a r i s e  
t h r o u g h  e x p o s u r e  o f  h y d r o p h o b i c  r e g i o n s  i n  a n t i g e n  o r  a n t i b o d y ,  
o r  b y  m a s k i n g  o f  h y d r o p h i l i c  r e g i o n s  on  t h e  a n t i g e n  ( S t e e n s g a a r d ,
1 9 8 4 ).
T h e  F c  r e g i o n  o f  a n t i b o d y  a l s o  p l a y s  a n  i m p o r t a n t  p a r t  i n  t h e  
p r o c e s s  o f  i m m une  p r e c i p i t a t i o n .  T h e r e f o r e ,  t h e  r o l e  o f  immune 
p r e c i p i t a t i o n  i n  t h e  s y s t e m  d e s c r i b e d  h e r e  c o u l d  b e  a s s e s s e d  b y  
d e t e r g e n t  t r e a t i n g  v i r u s  n e u t r a l i s e d  w i t h  F ( a b ‘ ) — f r a g m e n t s  
( M o l l e r ,  1 9 7 9 ) ,  o r  a n t i b o d y  w i t h  a l t e r e d  F c  r e a c t i v i t y  a s  a 
r e s u l t  o f  a c y l a t i o n  ( N i s o n o f f  a n d  P r e s s m a n ,  1 9 5 8 ) .
< i i >  A n t i - H A  may p r e v e n t  r o s e t t e  f o r m a t i o n
I f  a n t i b o d y  b o u n d  t o  t h e  HA a s  s ho w n  i n  F i g u r e  7 3 ( c ) ,  t h e  
a n t i b o d y  m i g h t  i m p o s e  s t e r i c  c o n s t r a i n t s  a n d  p r e v e n t  t h e  
h y d r o p h o b i c  t a i l s  ( w h i c h  m a y o r  may n o t  b e  a s s o c i a t e d  w i t h  l i p i d )  
f r o m  a s s o c i a t i n g  a f t e r  d e t e r g e n t  t r e a t m e n t  ( F i g u r e  7 1 ( b ) ) .  T h e
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l o w  s o l u b i l i t y  o f  t h e  h y d r o p h o b i c  d o m a i n s  w o u l d  r e n d e r  t h e  
a n t i b o d y - H A  c o m p l e x e s  i n s o l u b l e .  T h e  s i z e  o f  I g G - H A  c o m p l e x e s  
r e l e a s e d  f r o m  n e u t r a l i s e d  v i r u s  b y  d e t e r g e n t  t r e a t m e n t  c o u l d  be 
d e t e r m i n e d  b y  v e l o c i t y  g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n  ( h o l i e r  a n d  
S t e e n s g a a r d ,  1 9 7 9 ) .  I f  t h e  c o m p l e x e s  w e r e  f o u n d  t o  b e  I g G - H A  
m on o m e rs  ( F i g u r e  7 3  ( a ) , ( b ) , ( d > >  t h e  m o d e l  s ho w n  i n  F i g u r e  7 1 ( b )  
c o u l d  b e  d i s c o u n t e d .
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P o s s e e  e t  a_l_. ( 1 9 0 2 )  p r o p o s e d  t h a t  n e u t r a l i s a t i o n  o f  i n f l u e n z a
v i r u s  b y  a n t i - H A  I g G  o c c u r r e d  a f t e r s
( 1 )  i n d u c t i o n  o f  a  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e  i n  t h e  H A ,
( 2 )  t r a n s m i s s i o n  o f  t h e  c h a n g e  a c r o s s  t h e  v i r a l  e n v e l o p e  w h i c h
( 3 )  r e s u l t e d  i n  t h e  i n h i b i t i o n  o f  t h e  v i r i o n  t r a n s c r i p t a s e  
a c t i v i t y  a n d  h e n c e ,  l o s s  o f  i n f e c t i v i t y .
T h e  r e s u l t s  p r e s e n t e d  i n  t h i s  t h e s i s  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h i s  
h y p o t h e s i s  a n d  a c c o u n t  f o r  t h e  i n h i b i t i o n  o f  t r a n s c r i p t a s e  
a c t i v i t y .  T h e  r e s u l t s  d e m o n s t r a t e  t h a t  r n  v i v o , n e u t r a l i s e d  
i n f l u e n z a  v i r u s  f a i l s  t o  d i r e c t  p r i m a r y  t r a n s c r i p t i o n  ( R e s u l t s  
a n d  D i s c u s s i o n ,  S e c t i o n  I I I )  ( w h e r e a s  P o s s e e  a t  al_.  ( 1 9 8 2 )  ha d 
e x a m i n e d  s e c o n d a r y  t r a n s c r i p t i o n ) . F u r t h e r ,  u n c o a t i n g  o f  
n e u t r a l i s e d  v i r u s  i s  i n c o m p l e t e  ( R e s u l t s  a n d  D i s c u s s i o n ,  S e c t i o n  
I V ) ( t h i s  w a s  n o t  k n ow n  b y  P o s s e e  e t  a l .  <1 982>> a n d  i t  i s
p o s t u l a t e d  t h a t  t h i s  r e s u l t s  i n  f a i l u r e  o f  t h e  t r a n s c r i p t a s e  
e n z y m e  o f  n e u t r a l i s e d  v i r u s  t o  b e c o m e  a c t i v e  i n  c e l l s .  P o s s e e  e t  
a l .  ( 1 9 8 2 )  a l s o  r e p o r t e d  i n h i b i t i o n  o f  t r a n s c r i p t a s e  a c t i v i t y  i n
v i t r o  b y  a n t i b o d y ,  b u t  n o t  a l l  n e u t r a l i s i n g  I g G s  I n h i b i t  
t r a n s c r i p t a s e  a c t i v i t y  i n v  i  t r o  ( S h i m i z u  e t  a l . «  1 9 8 5 ;  R e s u l t s  
a n d  D i s c u s s i o n ,  S e c t i o n  I I ) .
F i g u r e  7 5  i s  a  d i a g r a m  s h o w i n g  o u r  c u r r e n t  t h e o r y  f o r  t h e  
m e c h a n i s m  o f  n e u t r a  1 i s a t  i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  b y  I g G  ( c o m p a r e  
w i t h  F i g u r e  1 5 ,  G e n e r a l  D i s c u s s i o n ) .  V i r u s  s a t u r a t e d  w i t h
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n e u t r a l i s i n g  I g G  a t t a c h e s  t o  a n d  p e n e t r a t e s  c e l l s  an d u n d e r g o e s  
p r i m a r y  u n c o a t l n g ,  b u t  n o t  s e c o n d a r y  u n c o a t i n g .  C o n s e q u e n t l y  t h e  
v i r a l  c o r e  w h i c h  b e c o m e s  l o c a l i s e d  i n  t h e  n u c l e u s  i s  
t r a n s c r  i p t i o n a l  l y  i n a c t i v e .  T h i s  m o d i f i e d  t h e o r y  e x p l a i n «  t h e  
d a t a  p r e s e n t e d  i n  t h i s  t h e s i s  a n d  t h o s e  o f  P o s s e *  ( 1 9 8 1 )  a n d  
P o s s e e  e t  a l .  ( 1 9 8 2 ) .  T h i s  m e c h a n i s m  may a l s o  b e  t r u e  o f  o t h e r  
n e u t r a l i s i n g  I g G s ,  a n d  p o s s i b l y  m o n o m e r i c  I g A ,  a l t h o u g h  t h i s  
r e m a i n s  t o  b e  d e m o n s t r a t e d , b u t  n o t  s e c r e t o r y  I g A  o r  IgM w h i c h  
i n t e r f e r e  w i t h  a t t a c h m e n t  a n d  p e n e t r a t i o n  ( T a y l o r  an d D i m m o c k ,  
1 9 8 5 a , b ) .
A  n u m b e r  o f  e x a m p l e s  o f  a n t i b o d y - i n d u c e d  c o n f o r m â t i o n a l  c h a n g e s  
i n  p r o t e i n s ,  i n c l u d i n g  t h e  i n f l u e n z a  v i r u s  H A ,  a r e  known ( s e e  
G e n e r a l  I n t r o d u c t i o n ,  P a r t  1 6 ( b ) )  b u t  t h e i r  r e l e v a n c e  t o  
n e u t r a l i s a t i o n  r e m a i n s  o b s c u r e .  A n t i b o d y - i n d u c e d  c o n f o r m a t i o n a l  
r e a r r a n g e m e n t s  c o u l d  b e  d e t e c t e d  s p e c t r o s c o p i c a l l y ,  b y  a l t e r e d  
s e n s i t i v i t y  t o  p r o t e a s e s  a n d  c h a n g e s  i n  s o l u b i l i t y  and 
a n t i g e n i c i t y ,  i n  t h e  same w a y  t h a t  c o n f o r m a t I o n a  1 c h a n g e s  
o c c u r r i n g  i n  t h e  HA a t  l o w  p H  a r e  d e t e c t e d .  T h e  s p e c t r o s c o p i c  
s t u d i e s  o f  K i d a  e t  al_.  ( 1 9 8 5 )  a n d  W h a r t o n  e t  a l .  ( 1 9 8 6 ) ,  w h i l s t
n o t  a c t u a l l y  l o o k i n g  f o r  s u c h  a c h a n g e ,  p r o v i d e  n o  e v i d e n c e  f o r  
c o n f  o r m a t  i o n a l  c h a n g e  i n d u c e d  b y  a n t i b o d y ,  b u t  i t  may b e  t h a t  t h e  
p u t a t i v e  c h a n g e  i s  n o t  s u f f i c i e n t l y  l a r g e  t o  b e  d e t e c t a b l e  b y  
t h e s e  m e t h o d s .
K i d a  a n d  c o - w o r k e r s  h a v e  i n v e s t i g a t e d  t h e  a b i l i t y  o f  n e u t r a l i s i n g  
I g G  a n d  F a b  f r a g m e n t s  t o  r e d u c e  i n f e c t i v i t y  a n d  i n h i b i t  m e m b r a n e  
f u s i o n  a c t i v i t y  ( K i d a  « t  a l .  .  1 9 8 5 ;  Y o d e n  a t  a I  .  ,  1 9 85 )  a n d  t h e i r
d a t a  m a y p r o v i d e  c l u e s  a b o u t  c h a n g e s  I n d u c e d  i n  v i r i o n s  b y  
n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y .  T h e i r  e v i d e n c e  s u g g e s t s  t h a t  b i v a l e n t  
a n t i b o d y  i s  r e q u i r e d  f o r  n e u t r e 1 i s a t i o n ,  a l t h o u g h  F a b  f r a g m e n t s
d e r i v e d  f r o m  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  t o  t w o  s e p a r a t e  s i t e s  r e t a i n e d  
a b o u t  2 -37 .  o f  t h e  n e u t r a l i s i n g  a c t i v i t y  o f  t h e  p a r e n t  I g G s  f o r  
t h e  same m o l a r  q u a n t i t i e s  o f  p a r a t o p e .  F a b  f r a g m e n t s  f r o m  I g G s  t o  
t h e  o t h e r  t w o  s i t e s  h a d  n o  d e t e c t a b l e  n e u t r a l i s i n g  a c t i v i t y  
<Y o d e n  mjt a_l_. , 1 9 9 5 ) .  F a i l u r e  o f  F a b  f r a g m e n t s  t o  r e d u c e
n e u t r a l i s a t i o n  w a s  p a r a l l e l e d  b y  i n a b i l i t y  t o  i n h i b i t  h a e m o l y s i s  
( K l d a  » t  al_.  , 1 9 8 5 ) .  E v i d e n c e  i s  p r e s e n t e d  i n  A p p e n d i x  A t h a t
F a b '  f r a g m e n t s  f r o m  tw o  a n t i - H 7  m o n o c l o n a l  I g G s  ( H C 2  and HC61> 
u s e d  i n  t h i s  t h e s i s  a l s o  d o  n o t  c a u s e  n e u t r a l l s a t l o n .  T h e r e  a r e  
some  g r o u n d s  f o r  s u g g e s t i n g  t h e r e f o r e  t h a t  b i v a l e n c y  a p p e a r s  t o  
b e  r e q u i r e d  f o r  w h a t e v e r  c h a n g e  i n  v i r i o n  s t r u c t u r e  i s  i n d u c e d  b y  
I g G .  I f  t h i s  i s  a  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e  i n  t h e  HA t h e n  a x i a l  
r o t a t i o n  o f  t h e  F a b  a r m s  a s  d e s c r i b e d  b y  U r i g l e y  e t  a l .  < 1 9 8 3 )  
may b e  r e q u i r e d .  I n  t h i s  r e g a r d  i t  w o u l d  b e  i n t e r e s t i n g  t o  know 
i f  t h e  s i n g l e  I g G  b o u n d  p e r  HA s p i k e  u n d e r  s a t u r a t i n g  c o n d i t i o n s ,  
b i n d s  b l v a l e n t l y  t o  o n e  s p i k e  o r  c r o s s - l i n k s  a d j a c e n t  s p i k e s  
( F i g u r e  7 3 ,  R e s u l t s  a n d  D i s c u s s i o n  S e c t i o n  V )  .
A s s u m i n g  t h a t  a n t i - H A  i n i t i a t e s  a  t r a n s m e m b r a n e  s i g n a l ,  some 
m e a ns  o f  c o m m u n i c a t i o n  i s  r e q u i r e d .  HA i s  c a p a b l e  o f  u n d e r g o i n g  
c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  w h i c h  c o u l d  a l l o w  i n t r a m o l e c u l a r  
t r a n s m i s s i o n  a s  d e s c r i b e d  f o r  i n s u l i n  ( G e n e r a l  I n t r o d u c t i o n ,  P a r t  
1 6 ( c ) ) .  A p p r o x i m a t e l y  11 a m i n o  a c i d s  c o m p r i s i n g  t h e  c a r b o x y  
t e r m i n u s  o f  H A 2  a r e  t h o u g h t  t o  b e  e x p o s e d  o n  t h e  i n t e r n a l  s u r f a c e  
o f  t h e  v i r i o n  l i p i d  b i l a y e r  a n d  c o u l d  p r o v i d e  t h e  c o n t a c t  w i t h  an 
i n t e r n a l  v i r i o n  c o m p o n e n t ( s )  ,  m o s t  l i k e l y  M l  o r  M 2 .  A t t e m p t s  h a v e  
b e e n  made t o  c h e m i c a l l y  c r o s s - l i n k  HA t o  i n t e r n a l  c o m p o n e n t s  
( N . J . D im m oc k  a n d  A . G u e s t ,  u n p u b l i s h e d  d a t a ) .  H A - c o n t a i n i n g  
h e t e r o d i m e r s  w e r e  d e t e c t e d  b y  W e s t e r n  B l o t t i n g  u s i n g  m o n o s p e c i f i c  
a n t i b o d i e s ,  b u t  n o  d i f f e r e n c e s  w e r e  s e e n  b e t w e e n  i n f e c t i o u s  an d 
n e u t r a l i s e d  v i r u s .  R e c e n t l y  T a y l o r  « t  al_ .  ( 1 9 8 7 )  r e p o r t e d
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e v i d e n c e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e r e  b e i n g  o n l y  a s m a l l  f r a c t i o n  o f  HA 
s p i k e s  w h i c h  m e d i a t e  n e u t r a l i s a t i o n  ( G e n e r a l  I n t r o d u c t i o n ,  P a r t  
1 2 ) a n d  p o s t u l a t e d  t h a t  t h e  I n t e r n a l  c o m p o n e n t  w h i c h  t h e  
n e u t r a l i s a t i o n  r e l e v a n t  HA s p i k e s  c o n t a c t  i s  M 2.  A p p r o x i m a t e l y  20 
o f  t h e  1 , 0 0 0  HA s p i k e s  p e r  i n f l u e n z a  v i r u s  p a r t i c l e  m e d i a t e  
n e u t r a l i s a t i o n  an d La m b  a n d  c o - w o r k e r s  e s t i m a t e  t h a t  t h e r e  a r e  
2 0 - 6 0  m o l e c u l e s  o f  M2 p e r  v i r i o n  i n  p r e p a r a t i o n s  o f  p u r i f i e d  
v i r u s  ( G e n e r a l  I n t r o d u c t i o n ,  P a r t  3 ( e ) ) .  T h e  c r o s s - l i n k i n g  
e x p e r i m e n t s  t h e r e f o r e  n e e d  r e - e v a l u a t i n g .  T r e a t m e n t  o f  v i r u s  w i t h  
n o n - i o n i c  d e t e r g e n t  a t  a  s u i t a b l e  c o n c e n t r a t i o n  l e a v e s  some o f  
t h e  HA s p i k e s  a t t a c h e d  t o  t h e  v i r i o n  a n d  m o r e  H A  r e m a i n s  
a s s o c i a t e d  w i t h  d e t e r g e n t - p r o d u c e d  c o r e s  f r o m  n e u t r a l i s e d  v i r u s  
( R e s u l t s  a n d  D i s c u s s i o n ,  S e c t i o n  V ) .  I t  may b e  t h a t  t h e s e  s p i k e s  
a r e  m o r e  s t a b l y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  I n t e r n a l  v i r i o n  c o m p o n e n t s  
a n d  c r o s s - l i n k i n g  w o u l d  r e v e a l  t h e  p r o t e i n  m o l e c u l e s  w i t h  w h i c h  
t h e s e  s p i k e s  i n t e r a c t .  T h e r e  i s  e v i d e n c e  t h a t  n e u t r a l i s a t i o n  o f  
b u n y a v i r u s e s  i s  d e p e n d e n t  on  b o t h  e x t e r n a l  a n d  i n t e r n a l  p r o t e i n s .  
R e a s s o r t a n t s  w i t h  G1 g l y c o p r o t e i n  r e c o g n i s e d  b y  a  n e u t r a l i s i n g  
m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  a r e  o n l y  n e u t r a l i s e d  i f  t h e  n u c l e o c a p s i d  
p r o t e i n  i s  f r o m  t h e  h o m o l o g o u s  v i r u s  ( W . S . J a m e s ,  p e r s o n a l  
c o m m u n i c a t i o n ) .  B r e s c h k i n  e t  < 1 9 8 1 )  r e p o r t e d  t h e  i s o l a t i o n  o f
i n f l u e n z a  v i r u s  e s c a p e  m u t a n t s  w h i c h  s t i l l  b i n d  t h e  n e u t r a l i s i n g  
m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  u s e d  f o r  s e l e c t i o n .  T h e s e  e s c a p e  m u t a n t s  may 
d i f f e r  f r o m  t h e  p a r e n t  i n  t h e  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  o f  t h e  H A ,  
a n d / o r  so m e  o t h e r  v i r i o n  c o m p o n e n t ,  s o  t h a t  n e u t r  a l  l s a t i o n ,  b u t  
n o t  a n t i b o d y  b i n d i n g ,  i s  a b r o g a t e d .  S e q u e n c i n g  o f  t h e  g e n e s  o f  
v i r u s e s  w i t h  t h i s  p h e n o t y p e  t h e r e f o r e  may r e v e a l  t h e  c o m p o n e n t s  
i n v o l v e d  i n  t h e  a n t i b o d y - i n d u c e d  m o d i f i c a t i o n  o f  v i r i o n s .
I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y  p r e v e n t s  t h e  
c o n f o r m a t I o n a  1 c h a n g e  i n  t h e  HA r e q u i r e d  f o r  m e m b r a n e  f u s i o n
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( K i d a  e t  al_.  ,  1 9 B5 )  . T h e  o n l y  e v i d e n c e  t o  s u p p o r t  t h i s  c o m es  fr o m  
i n  v i  t r o  s t u d i e s  s h o w i n g  t h a t  h a e m o l y s i s  ( K i d a  e t  a l . .  19 85 »  an d 
l i p o s o m e  f u s i o n  ( W h a r t o n  e t  al_.  ,  1 9 8 6 )  a r e  p r e v e n t e d  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  a n t i - H A  I g G .  On e p o s s i b i l i t y  t h a t  t h i s  r a i s e s ,  t h o u g h  
t h e r e  i s  a t  p r e s e n t  n o  e v i d e n c e  i n  i t s  f a v o u r ,  i s  t h a t  
n e u t r a l i s e d  v i r u s  f a i l s  t o  f u s e  i n  e n d o s o m e s ,  i s  t r a n s f e r r e d  t o  
l y s o s o m e s  a n d  b e c o m e s  l o c a l i s e d  i n  v e s i c l e s  t h a t  c o - p u r i f y  w i t h  
n u c l e i  d u r i n g  c e l l  f r a c t i o n a t i o n .  T h e  v i r a l  RNA may t h e n  b e  
r e s i s t a n t  t o  R N a s e  b e c a u s e  o f  f a i l u r e  o f  s e c o n d a r y  u n c o a t i n g  o r  
p r e s e n c e  i n  v e s i c l e s  w h i c h  a r e  n o t  d i s r u p t e d  b y  s o n i c a t i o n .  T h e  
e v i d e n c e  f r o m  c a r e f u l l y  v a l i d a t e d  c e l l  f r a c t i o n a t i o n  s t u d i e s ,  
h o w e v e r ,  s h o w s  t h a t  n u c l e a r  a c c u m u l a t i o n  o f  v i r a l  RNA f r o m  
n e u t r a l i s e d  v i r u s  i s  i n d i s t i n g u i s h a b l e  f r o m  t h a t  o f  i n f e c t i o u s  
v i r u s  a n d  t h a t  t h e  C * H J —c h o l i n e  l a b e l  o f  p u r i f i e d  v i r u s  r e m a i n s  
c y t o p l a s m i c  ( P o s s e e  e t  al_.  ,  1 9 8 2 ) .  I t  i s  i m p o r t a n t  t h a t  t h e s e  
d i s p a r a t e  o p i n i o n s  b e  r e c o n c i l e d  b y  f u r t h e r  e x p e r i m e n t s .  T h e  
k i n e t i c s  o f  u p t a k e  s u g g e s t  t h a t  I n f e c t i o u s  a n d  n e u t r a l i s e d  
i n f l u e n z a  v i r u s  e n t e r  c e l l s  b y  t h e  sa m e  p a t h w a y .  A t t a c h m e n t  o f  
i n f e c t i o u s  a n d  n e u t r a l i s e d  v i r u s  i s  p r e v e n t e d  b y  t r e a t m e n t  o f  
c e l l s  w i t h  n e u r a m i n i d a s e  ( N . J . D i m m o c k ,  u n p u b l i s h e d  r e s u l t s ) ,  
s u g g e s t i n g  t h a t  b o t h  u s e  a s i a l i c  a c i d  r e c e p t o r .  I t  i s  n o t  know n 
i f  n e u t r a l i s e d  a n d  i n f e c t i o u s  v i r u s  f o l l o w  t h e  same  e n d o c y t o t i c  
p a t h w a y ,  a l t h o u g h  p r i m a r y  u n c o a t i n g  o f  n e u t r a l i s e d  v i r u s  o c c u r s  
w i t h  n o r m a l  k i n e t i c s  ( P o s s e e  e t  a l . .  1 9 8 2 ) .  T h e  p a t h w a y  c o u l d  b e  
i n v e s t i g a t e d  b y  a n a l y s i s  o f  t h e  u p t a k e  o f  n e u t r a l i s e d  v i r u s  b y  
c e l l s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  N H ^ C l  o r  b y  t e s t i n g  t h e  a b i l i t y  o f  
n e u t r a l i s e d  v i r u s  t o  c a u s e  e x t r a c e l l u l a r  f u s i o n  o f  p e r m i s s i v e  
c e l  I s .
T h e  e v i d e n c e  f o r  l o c a l i s a t i o n  o f  t h e  v i r a l  RNA i n  t h e  n u c l e u s  
c o m e s  f r o m  f r a c t i o n a t i o n  o f  a  n u m b e r  o f  c e l l  t y p e s  b y  D o u n c e
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h o m o g e n i s a t i o n  a n d  b y  t h e  n u c l e a r  m o n o l a y e r  t e c h n i q u e  ( P o s s e e ,  
19 811 P o « » *  » t  » 1 . .  ,  1 9 8 2 ]  D l » . o c »  «  ,  1 9 8 4 ;  T a y l o r ,  1 9 8 0 !
S e c t i o n  I V ,  R e s u l t s  a n d  D i s c u s s i o n ) .  T h e s e  r e s u l t s  c o u l d  b e  
c o m p l e m e n t e d  b y  s i t u  d e t e c t i o n  o f  i n p u t  v i r i o n  RNA o r  p r o t e i n .  
T h e  u s e  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  w o u l d  y i e l d  m o s t  i n f o r m a t i o n .  I t  
w o u l d  b e  p o s s i b l e  b y  t h i s  m e t h o d  t o  i d e n t i f y  t h e  s i t e  o f  
l o c a l i s a t i o n  o f  t h e  c o r e  c o m p o n e n t s ,  t h e  g l y c o p r o t e i n s  an d 
a n t i - H A  a n t i b o d y .  I t  may a l s o  b e  p o s s i b l e  t o  i n v e s t i g a t e  
s e c o n d a r y  u n c o a t i n g  u s i n g  a n t i —M a n d  a n t i - N P  m o n o c l o n a l  
a n t i b o d i e s  i f  d e t e r m i n a n t s  o n  t h e  NP a r e  m a sk e d  i n  l i l - R N P ,  l . e .  
c o r e s  t h a t  h a v e  n o t  u n d e r g o n e  s e c o n d a r y  u n c o a t i n g .  I t  i s  n o t  
k n o w n  i f  t h e  c o r e s  f r o m  i n f e c t i o u s  a n d  n e u t r a l i s e d  v i r u s  h a v e  t h e  
i d e n t i c a l  i n t r a n u c l e a r  l o c a t i o n .
T h e  t h e o r y  o f  n e u t r a l i s a t i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  p r o p o s e d  h e r e  
w o u l d  b e  s t r e n g t h e n e d  b y  d i r e c t  e v i d e n c e  f o r  f a i l u r e  o f  
n e u t r a l i s e d  v i r u s  t o  u n d e r g o  s e c o n d a r y  u n c o a t i n g ,  p o s s i b l y  b y  
c o m p a r i n g  t h e  p r o t e i n  c o m p o s i t i o n  o f  c o r e s  e x t r a c t e d  f r o m  t h e  
n u c l e i  o f  c e l l s  i n o c u l a t e d  w i t h  i n f e c t i o u s  o r  n e u t r a l i s e d  v i r u s .  
I f  t h e  e f f e c t  o f  n e u t r a l i s i n g  I g G  w a s  s o l e l y  o n  s e c o n d a r y  
u n c o a t i n g  o n e  w o u l d  p r e d i c t  t h a t  t h e  t r a n s c r l p t a s e  a c t i v i t y  i n  
v i t r o  o f  c o r e s  r e c o v e r e d  f r o m  t h e  n u c l e i  o f  c e l l s  i n o c u l a t e d  w i t h  
n e u t r a l i s e d  v i r u s  c o u l d  b e  a c t i v a t e d  b y  d e t e r g e n t  t r e a t m e n t  a n d  
w o u l d  b e  n o r m a l .  T h i s  m i g h t  b e  t e c h n i c a l l y  d i f f i c u l t  a s  a t t e m p t s  
ma d e  t o  m e a s u r e  p r i m a r y  t r a n s c r i p t i o n  i n  t h e  n u c l e i  o f  c e l l s  
i n o c u l a t e d  w i t h  i n f e c t i o u s  v i r u s  ( B e a t o n  a n d  K r u g ,  1 9 B 4 ,  1 9 8 6 ;  
d e l  R o i  e t  al_ .  ,  1 9 8 5 )  b y  i n c o r p o r a t i o n  o f  C * H 3 - U T P  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  i n h i b i t o r s  o f  c e l l u l a r  e n z y m e s  a n d  b y  d o t  b l o t  
h y b r l d i s a t i o n  w e r e  o n l y  s u c c e s s f u l  w i t h  n u c l e i  e x t r a c t e d  f r o m  
c e l l s  w h i c h  h a d  b e e n  i n o c u l a t e d  a n d  t h e n  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  f o r  3 
h o u r s .  B y t h i s  t i m e  p r e s u m a b l y  e n o u g h  p r o g e n y  v i r u s  ha d
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a c c u m u l a t e d  t o  g i v e  d e t e c t a b l e  q u a n t i t i e s  o f  t r a n s c r i p t s .
H o w e v e r ,  w i t h  a  p r o b e  o f  h i g h e r  s p e c i f i c  r a d i o a c t i v i t y ,  s u c h  a s  a 
s i n g l e - s t r a n d e d  p r o b e  l a b e l l e d  t h r o u g h o u t  i t s  l e n g t h ,  i t  o u g h t  t o  
b a  p o s s i b l e  t o  d e t e c t  t h e  t r a n s c r i p t i o n  p r o d u c t s  o f  t h e  i n p u t  
v i r u s  b y  h y b r i d i s a t i o n .  A n o t h e r  a p p r o a c h  w o u l d  b e  t o  I n o c u l a t e  
c e l l s  w i t h  n e u t r a l i s e d  o r  i n f e c t i o u s  v i r u s ,  e x t r a c t  e n d o s o m e s  an d 
f u s e  v i r u s  a n d  e n d o s o m e s  ¿ n  v i t r o  b y  a d d i n g  A T P .  T h i s  o u g h t  t o  
1 l b e r a t e  v i r a l  c o r e s  an d t h e i r  t r a n s c r i p t a s e  a c t i v i t y  an d 
c o m p o n e n t  p r o t e i n s  c o u l d  b e  a n a l y s e d  a n d  c o m p a r e d .
F i n a l l y ,  i t  r e m a i n s  t o  b e  d e m o n s t r a t e d  i f  I g G  t o  a l l  f i v e  
a n t i g e n i c  s i t e s  on t h e  HA n e u t r a l i s e  i n f e c t i v i t y  b y  t h e  same 
m e c h a n i s m  a n d  w h i c h  o f  t h e s e  s i t e s  m e d i a t e  i n h i b i t i o n  o f  
t r a n s c r  I p t a s e  a c t i v i t y  ¿n^ v i t r o  < P o s s e e  g t  a l .  .  19 B2|  S h i m i z u  e t  
a l . .  1 9 8 5 ;  s e e  D i s c u s s i o n ,  R e s u l t s  a n d  D i s c u s s i o n  S e c t i o n  I I ) .
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A p p e n d i x  A:  N e u t r a 1 i s a t  i o n  f o  i n f l u e n z a  v i r u s  b y  I g G  and 
f r a g m e n t s  o f  I g G
I t  i s  o f  i n t e r e s t  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  m o n o v a l e n t  f r a g m e n t s  o f  
a n t i b o d y  a r e  a b l e  t o  n e u t r a l i s e  i n f e c t l v i t y  ( s e e  G e n e r a l  
D i s c u s s i o n )  . T h e  r e s u l t s  sh ow n  i n  F i g u r e  76 s u p p o r t  t h e  
c o n c l u s i o n  (Y od e n  * t  a^. . ,  1 9 8 5 )  t h a t  m o n o v a l e n t  f r a g m e n t s  o f
n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d i e s  d o  n o t  r e d u c e  i n f e c t l v i t y .  I g G  was 
d l o « * t . d  w i t h  p e p s i n  t o  F l a i  l ,  w n l c n  w. r .  t h . n r . d u c . a w l t n  
c y s t e i n e  ( F i g u r e  1 0 ,  G e n e r a l  I n t r o d u c t i o n ) .  T h i s  y i e l d e d  a 
m i x t u r e  o f  F ( a b > a  an d F a b '  f r a g m e n t s  i n  t h e  r a t i o  o f  4 i 1 ( F i g u r e  
1 7 ,  M e t h o d s  and O p t i m i s a t i o n s ) .  I n  t h e  e x p e r i m e n t  s ho w n  i n  F i g u r e  
76  t h e  q u a n t i t y  o f  F ( a b ' ) —  w as  e q u i v a l e n t  t o  t h a t  p r e s e n t  i n  t h e  
F a b '  p r e p a r a t i o n  an d t h e r e f o r e  a n y  d i f f e r e n c e s  a r e  d u e  t o  t h e  
F a b '  f r a g m e n t s .  I n  t h e  a b s e n c e  o f  r a b b i t  a n t i - m o u s e  F a b  
( R A M - F a b ) ,  F ( a b > a f r a g m e n t s  r e d u c e  i n f e c t i v i t y  t o  a  g r e a t e r  
e x t e n t  t h a n  F a b '  p r e p a r a t i o n  b u t  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  R A M - F a b  t h e  
t i t r e s  w e r e  e q u i v a l e n t .  F a b '  p r e p a r a t i o n s  i n h i b i t  
h a e m a g g l u t i n a t i o n  a f t e r  d i l u t i o n  an d t h e r e f o r e  do n o t  d i l u t i o n  
d i s s o c i a t e  ( F i g u r e  7 2 ,  R e s u l t s  and D i s c u s s i o n ,  S e c t i o n  V ) .  T h e  
d i s c r e p a n c y  i n  t h e  a b s e n c e  o f  RA M - F a b  c a n  b e  e x p l a i n e d  i f  i t  i s  
p o s t u l a t e d  t h a t  F a b '  f r a g m e n t s  a r e  u n a b l e  t o  n e u t r a l i s e  
i n f e c t i v i t y  b u t  c o m p e t e  w i t h  t h e  n e u t r a l i s i n g  F ( a b > a  f r a g m e n t s .  
K i n e t i c  e v i d e n c e  u s i n g  t h e  same F ( a b ’ >— a n d  F a b  p r e p a r a t i o n  
s u p p o r t  t h i s  c o n c l u s i o n  ( N . J . D i m m o c k  a n d  R . J . R i g g ,  u n p u b l i s h e d  
r e s u l t s ) .  I t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  w h e r e  R A M - F a b  was u s e d  i t  was 
a d d e d  a f t e r  d i l u t i o n  o f  v i r u s - a n t i b o d y  f r a g m e n t  m i x t u r e s  
p r o v i d i n g  f u r t h e r  e v i d e n c e  t h a t  F a b '  f r a g m e n t s  d e r i v e d  f r o m  t h i s  
I g G  ( H C 6 1 )  d o  n o t  d i l u t i o n - d i s s o c l a t e .  S i m i l a r  r e s u l t s  w e r e  
o b t a i n e d  w i t h  F a b  p r e p a r a t i o n  f r o m  HC 2  m o n o c l o n a l  I g G .
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t h e  n e u r a m i n i d a s e  ( N A )  f r o m  t y p e  A i n f l u e n z a  v i r u s  s h o w  t h a t  
t h e  N —t e r m i n a 1 r e g i o n  o f  t h e  NA i s  n o t  p r o c e s s e d  a n d  s e r v e s  
t o  a n c h o r  t h e  NA i n  t h e  v i r a l  m e m b r a n e .  V i r o l o g y  1 1 9 : 1 0 9 .
B o o n e ,  L . R .  a n d  S k a l k a ,  A .  1 9 8 0 .  Tw o s p e c i e s  o f  f u l l - l e n g t h  cONA 
a r e  s y n t h e s i z e d  i n  h i g h  y i e l d  b y  m e l i t t i n - t r e a t e d  a v i a n  
r e t r o v i r u s  p a r t i c l e s .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i . ,  USA 7 7 : 8 4 7 .
B o s c h ,  F . X . ,  O r l i c h ,  M.  ,  K l e n k ,  H - D .  a n d  R o t t ,  R.  1 9 7 9 .  T h e  
s t r u c t u r e  o f  h a e m a g g l u t i n i n ,  a d e t e r m i n a n t  f o r  t h e  
p a t h o g e n i c i t y  o f  i n f l u e n z a  v i r u s .  V i r o l o g y  9 5 : 1 9 7 .
B o s c h ,  F . X . ,  G a r t e n ,  W. K l e n k ,  H - D .  a n d  R o t t ,  R .  1 981 .
P r o t e o l y t i c  c l e a v a g e  o f  I n f l u e n z a  v i r u s  h a e m a g g l u t i n i n s i  
P r i m a r y  s t r u c t u r e  o f  t h e  c o n n e c t i n g  p e p t i d e  b e t w e e n  HA1 an d 
HA 2 d e t e r m i n e s  p r o t e o l y t i c  c l e a v a b i l i t y  a n d  p a t h o g e n i c i t y  o f  
a v i a n  i n f l u e n z a  v i r u s e s .  V i r o l o g y  1 1 3 : 7 2 5 .
B o t h ,  G . W . ,  L a v i ,  S .  a n d  S h a t k i n ,  A . J .  1 9 7 5 .  S y n t h e s i s  o f  a l l  t h e  
g e n e  p r o d u c t s  o f  t h e  r e o v i r u s  g e n o m e  i_r  ^ v i v o  *n d i n  v i t r o . 
C e l l  4 : 1 7 3 .
B o u l o y ,  f l .  ,  M o r g a n ,  M . A .  ,  S h a t k i n ,  A . J .  a n d  K r u g ,  R . M .  1 9 7 9 .  Cap 
a n d  i n t e r n a l  n u c l e o t i d e s  o f  r e o v i r u s  mRNA p r i m e r s  a r e  
i n c o r p o r a t e d  i n t o  i n f l u e n z a  v i r a l  c R N A  d u r i n g  t r a n s c r i p t i o n  
i n  v i  t r o .  J .  V i r o l .  3 2 : 8 9 5 .
B o u l o y ,  M . ,  P l o t c h ,  S . J .  an d K r u g ,  R . M .  1 9 7 8 .  G l o b i n  mRN As a r e  
p r i m e r s  f o r  t h e  t r a n s c r i p t i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r a l  RN A i n  
v i t r o .  1 9 7 8 .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U . S . A .  7 5 : 4 8 8 6 - 4 8 9 0 .
B o u l o y ,  M . ,  P l o t c h ,  S . J .  a n d  K r u g ,  R . M .  1 9 8 0 .  B o t h  t h e  7 - m e t h y l  
a n d  2 ' - 0 - m e t h y l  g r o u p s  i n  t h e  c a p  o f  mRNA s t r o n g l y  i n f l u e n c e  
i t s  a b i l i t y  t o  a c t  a s  p r i m e r  f o r  i n f l u e n z a  RNA t r a n s c r i p t i o n . 
P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i . ,  U S A  7 7 : 3 9 5 2 .
B r a a m ,  J . ,  U l m a n e n ,  I .  a n d  K r u g ,  R . M .  1 9 8 3 .  M o l e c u l a r  m o d e l  o f  a 
e u k a r y o t i c  t r a n s c r i p t i o n  c o m p l e x :  F u n c t i o n s  an d m o v e m e n t s  o f  
i n f l u e n z a  P p r o t e i n s  d u r i n g  c a p p e d  R N A - p r i m e d  t r a n s c r i p t i o n .  
C e l l .  3 4 : 6 0 9 .
B r a a m - M a r k s o n ,  J . ,  J a u d o n ,  C .  a n d  K r u g ,  R . M .  1 9 8 5 .  E x p r e s s i o n  o f  
a  f u n c t i o n a l  i n f l u e n z a  v i r a l  c a p - r e c o g n i s i n g  p r o t e i n  b y  u s i n g  
a  b o v i n e  p a p i l l o m a  v i r u s  v e c t o r .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c  i .
U . S . A .  8 2 : 4 3 2 6 .
B r e i d i s ,  D . J . ,  C o n t i ,  G . ,  M u n n ,  E . A .  a n d  M a h y ,  B . W . J .  1 9 8 1 .  
M i g r a t i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s - s p e c 1f i c  p o l y p e p t i d e s  f r o m  
c y t o p l a s m  t o  n u c l e u s  o f  i n f e c t e d  c e l l s .  V i r o l .  1 1 1 : 1 5 4 .
B r e s c h k l n ,  A . M . ,  A h e r n ,  J . , a n d  W h i t e ,  D . 0 .  1 9 8 1 .  A n t i g e n i c
d e t e r m i n a n t s  o f  I n f l u e n z a  v i r u s  H A .  V I I I .  T o p o g r a p h y  o f  t h e  
a n t i g e n i c  r e g i o n s  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  d e t e r m i n e d  b y  
c o m p e t i t i v e  r a d i o i m m u n o a s s a y  w i t h  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s .  
V i r o l .  1 1 3 : 1 3 0 .
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B r e u n i n g ,  A.  a n d  S c h o l t i s s e k ,  C .  1 9 0 6 .  A  r e a s s o r t a n t  b e t w e e n  
i n f l u e n z a  A v i r u s e s  <H7N2> s y n t h e s i s i n g  an  e n z y m a t i c a l l y  
l n . c t t v .  n e i i r . m i n i O . s e  i t  4 0 ”  w h l c h  , «  n o t  l n c o l . p o r , t . d  , „ t o  
i n f e c t i o u s  p a r t i c l e s .  V i r o l .  1 5 0 : 6 5 .
B r i o e n ,  P . , D e k e g e l , D.  a n d  B o e y e ,  A .  1 9 8 3 .  N e u t r a l i s a t i o n  o f  
p o l i o v i r u s  b y  a n t i b o d y - m e d i a t e d  p o l y m e r i s a t i o n .  V i r o l .
1 2 7 : 4 6 3 .
B r i o e n ,  P .  , T h o m a s ,  A . A . f l .  an d B o e y e ,  A .  1 9 8 5 .  L a c k  o f
q u a n t i t a t i v e  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  n e u t r a l i s a t i o n  o f  
p o l i o v i r u s  a n d  t h e  a n t i b o d y - m e d i a t e d  p i  s h i f t  o f  t h e  v i r i o n s .  
J .  G e n .  V i r o l .  6 6 : 6 0 9 .
B u b o v i c h ,  V . I . ,  R y a z a n t s e v a ,  G . M .  a n d  I n d u l e n ,  M . K .  1 9 8 5 .  
D e p r o t e i n i s a t i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
r i m a n t a d i n e .  A c t a  V i r o l .  2 9 : 1 0 4 .
B u c h e r ,  D . , K h a r i t o n e n k o n ,  J . ,  Z a k o m i r d i n ,  I . G . , G r i g o r i e v ,  B . V . , 
K l i m e n k o ,  S . M .  an d D a v i s ,  J . F .  1 9 8 0 .  I n c o r p o r a t i o n  o f  
I n f l u e n z a  M - p r o t e i n  i n t o  l i p o s o m e s .  J .  V i r o l .  3 6 : 5 8 6 .
B u c h m e i e r ,  M . J . ,  L e w i c k i ,  H . A . ,  T a l b o t ,  P . J .  a n d  K n o b l e r ,  R . L .
1 9 8 4 .  M u r i n e  h e p a t i t i s  v i r u s —4 ( s t r a i n  J H M ) — i n d u c e d  
n e u r o l o g i c a l  d i s e a s e  i s  m o d u l a t e d  i_n v i v o  b y  m o n o c l o n a l  
a n t i b o d y .  V i r o l .  1 3 2 : 2 6 1 .
B u c k l e r - W h i t e ,  A . J . ,  N a e v e ,  C . J .  a n d  M u r p h y ,  B . R .  19 86 .
C h a r a c t e r i s a t  i o n  o f  a g e n e  c o d i n g  f o r  M p r o t e i n s  w h i c h  i s  
i n v o l v e d  i n  h o s t  r a n g e  r e s t r i c t i o n  o f  a n  a v i a n  i n f l u e n z a  
v i r u s  i n  m o n k e y s .  J . V i r o l .  5 7 : 6 9 7 .
B u k r i n s k a y a ,  A . ,  S t a r o v ,  A .  a n d  I s s a y a ,  C .  1 9 8 1 .  A b o r t i v e  
i n f e c t i o n  o f  E h r l i c h  t u m o u r  c e l l s  b y  i n f l u e n z a  v i r u s :  
v i r u s - s p e c i f i c  RN A,  p r o t e i n  s y n t h e s i s  a n d  t r a n s p o r t .  
I n t e r v i r o l o g y  1 6 : 4 3 .
B u k r i n s k a y a ,  A . G . ,  V o r k u n o v a ,  N . K . ,  K o r n i l a y e v a ,  G . V .  ,
N a r m a n b e t o v a ,  R . A .  a n d  V o r k u n o v a ,  G . K .  1 9 8 2 .  I n f l u e n z a  v i r u s  
u n c o a t i n g  i n  I n f e c t e d  c e l l s  a n d  e f f e c t  o f  r i m a n t a d i n e .  J .
G e n .  V i r o l .  6 0 : 4 9 .
B u k r i n s k a y a ,  A . G . ,  V o r k u n o v a ,  N . K .  a n d  N a r m a n b e t o v a ,  R . A .  1 9 80 .
R i m a n t a d i n e  h y d r o c h l o r i d e  b l o c k s  t h e  s e c o n d  s t e p  o f  i n f l u e n z a  
v i r u s  u n c o a t i n g .  A r c h .  V i r o l .  6 6 : 2 7 5 .
B u r t o n ,  D .  1 9 8 5 .  I m m u n o g l o b u l i n  G :  F u n c t i o n a l  s i t e s .  M o l .
I m m u n o l .  2 2 i l 6 1 .
C a r r o l l ,  S . M . ,  H i g a ,  H . H .  a n d  P a u l s o n ,  J . C .  1 9 8 1 .  D i f f e r e n t  c e l l  
s u r f a c e  r e c e p t o r  d e t e r m i n a n t s  o f  a n t i g e n i c a l l y  s i m i l a r  
i n f l u e n z a  v i r u s  h a e m a g g l u t i n i n .  J .  B i o l .  C he m .  2 5 6 : 8 3 5 7 .
C a r r o l l ,  A . R .  a n d  W a g n e r , R . R .  1 9 7 9 .  R o l e  o f  t h e  m e m b ra n e  <M>
p r o t e i n  i n  e n d o g e n o u s  i n h i b i t i o n  o f  i n  v  j t r o  t r a n s c r i p t i o n  b y  
v e s i c u l a r  s t o m a t i t i s  v i r u s .  J .  V i r o l .  2 9 : 1 3 4 .
C a r t h e w ,  P .  1 9 7 6 .  T h e  s u r f a c e  o f  p r o t e i n s  o f  a  b o v i n e
e n t e r o v i r u s e s ,  b e f o r e  a n d  a f t e r  n e u t r a  1 i s a t  i o n . J .  G e n .
V i r o l .  3 2 : 1 7 .
237
C a t o n ,  A . J . ,  B r o w n i e * ,  G . G . ,  Y e w d e l l ,  J . U .  a n d  G e r h a r d ,  U .  1 9 0 2 .  
T h »  a n t i g e n i c  s t r u c t u r e  o f  t h e  i n f l u e n z a  v i r u s  A / P R / 8 / 3 4  
h a e m a g g l u t i n  i n  (H1 s u b t y p e ) .  C e l l  3 1 > 4 1 7 .
C e l a d a ,  F . ,  S c h u m a k e r , V . N .  a n d  S e r c a r z ,  E . E .  1 9 8 3 .  T h e  c h a n g e s  
i n  p r o t e i n  a n t i g e n  c o n f o r m â t  i o n  i n d u c e d  b y  a n t i b o d y .  I n  
P r o t e j n  C o n f o r m a t i o n  a s  a n  i m m u n o l o g i c a l  s i g n a l '  e d s .  as 
a b o v e .  P u b  1 .  P l e n u m  P r e s s ,  New Y o r k  a n d  L o n d o n ,  p . 2 1 1 .
C h a n a s , A . C . ,  G o u l d ,  E . A . ,  C l e g g ,  J . C . S .  a n d  V a r m a , M . G . R .  1 9 82 .
M o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  d i r e c t e d  t o  S i n d b i s  v i r u s  g l y c o p r o t e i n  
E l  c a n  n e u t r a l i s e ,  e n h a n c e  i n f e c t l v i t y  a n d  i n d e p e n d e n t l y  
i n h i b i t  h a e m a g g l u t i n a t i o n  o r  h a e m o l y s i s .  J .  G e n .  V i r o l .
5 8 :  3 7 .
C h o p p i n ,  P . W . , C o m p a n s ,  R . W . ,  S c h e i d ,  A . ,  M c S h a r r y ,  J . J .  an d
L a z a r o w i t z ,  S . G .  1 9 7 2 .  I n  M em b ra n e  R e s e a r c h ' .  F o x ,  J . U .  e d .  
P u b l .  A c a d e m i c  P r e s s ,  N ew  Y o r k .  p . 1 6 3 .
C h o t h i a ,  C . ,  L e s k ,  A . M . , D o d s o n ,  G . G .  a n d  H o d g k i n , D . C .  1 9 8 5 .  
T r a n s m i s s i o n  o f  c o n f o r m â t i o n a l  c h a n g e  i n  i n s u l i n .  N a t u r e  
( L o n d . )  3 0 2 t 5 0 0 .
C l e g g ,  J . C . S . ,  C h a n a s ,  A . C . ,  a n d  G o u l d ,  E . A .  1 9 83 .  C o n f o r m a t i o n a l  
c h a n g e s  i n  S i n d b i s  v i r u s  E l  g l y c o p r o t e i n  i n d u c e d  b y 
m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  b i n d i n g .  J .  G e n .  V i r o l .  6 4 : 1 1 2 1 .
C o  1 m a n , P . A . ,  V a r g h e s e ,  J . N .  a n d  L a v e r ,  W . G .  1 9 8 3 .  S t r u c t u r e  o f  
t h e  c a t a l y t i c  an d a n t i g e n i c  s i t e s  i n  i n f l u e n z a  v i r u s  
n e u r a m i n i d a s e .  N a t u r e  ( L o n d . )  3 0 3 : 4 1 .
C o l m a n ,  P . M . ,  L a v e r ,  W . G . ,  V a r g h e s e ,  J . N . ,  B a k e r ,  A . T . ,  T u l l o c h ,  
P . A . ,  A i r ,  G . M .  an d W e b s t e r ,  R . G .  1 9 8 7 .  T h r e e - d i m e n s i o n a l  
s t r u c t u r e  o f  a  c o m p l e x  o f  a n t i b o d y  w i t h  i n f l u e n z a  v i r u s  
n e u r a m i n i d a s e .  N a t u r e  ( L o n d . )  3 2 6 : 3 5 8 .
C o m p a n s ,  R . W .  1 9 7 3 a .  I n f l u e n z a  v i r u s  p r o t e i n s .  I I .  A s s o c i a t i o n  
w i t h  c o m p o n e n t s  o f  t h e  c y t o p l a s m .  V i r o l .  5 1 : 5 6 .
C o m p a n s ,  R . W .  1 9 7 3 b .  D i s t i n c t  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t s  o f  i n f l u e n z a  
v i r u s  g l y c o p r o t e i n s  i n  s m o o t h  an d r o u g h  c y t o p l a s m i c  
m e m b r a n e s .  V i r o l .  5 5 : 5 4 1 .
C o m p a n s ,  R . W .  a n d  C h o p p i n ,  P . W .  1 9 7 5 .  I n  ' C o m p r e h e n s i v e  v i r o l o g y '  
v o l .  4 .  F r a e n k e l - C o n r a t ,  H .  a n d  W a g n e r , R . R .  e d s .  P u b l .
P l e n u m  P r e s s ,  New Y o r k .  p . 1 7 9 .
C o m p a n s ,  R . W . ,  C o n t e n t ,  J .  a n d  D u e s b e r g ,  P . H .  1 9 7 2 .  S t r u c t u r e  o f  
t h e  r  i b o n u c l e o p r o t e i n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s .  V i r o l .  1 0 : 7 9 5 .
C o m p a n s ,  R . W . ,  a n d  D i m m o c k ,  N . J .  1 9 6 9 .  A n  e l e c t r o n m i c r o s c o p i c
s t u d y  o f  s i n g l e - c y c l e  i n f e c t i o n  o f  c h i c k  e m b r y o  f i b r o b l a s t s  
b y  i n f l u e n z a  v i r u s .  V i r o l .  3 9 :  4 9 9 .
C o m p a n s ,  R . W . ,  D i m m o c k ,  N . J .  a n d  M e i e r - E w e r t ,  H .  1 9 6 9 .  E f f e c t  o f  
a n t i b o d y  t o  n e u r a m i n i d a s e  o n  t h e  m a t u r a t i o n  an d 
h a e m a g g l u t i n a t i n g  a c t i v i t y  o f  an I n f l u e n z a  A 2 v i r u s .  J .
V i r o l .  4 : 5 2 8 .
C o m p a n s ,  R . W . ,  K l e n k ,  H - D . ,  C a l i g u i r i ,  L . A .  a n d  C h o p p i n ,  P . W .
2 3 8
1 9 7 0 .  I n f l u e n z a  v i r u s  p r o t e i n s  I .  A n a l y s i s  o f  p o l y p e p t i d e s  o f  
t h e  v i r i o n  and i d e n t i f i c a t i o n  o f  s p i k e  g l y c o p r o t e i n s .  V i r o l .  
4 2 : 8 8 0 .
C o o k ,  R . F . ,  A v e r y ,  R . J .  a n d  D i m m o c k ,  N . J .  1 9 7 9 .  I n f e c t i o n  o f
c h i c k e n  e r y t h r o c y t e s  w i t h  i n f l u e n z a  a n d  o t h e r  v i r u s e s .  I n f .  
a n d  Immun.  2 5 : 3 9 6 .
C o o p e r ,  A .  1 9 8 0 .  C o n f o r m a t i o n a l  f l u c t u a t i o n  an d c h a n g e  i n  
b i o l o g i c a l  m a c r o m o l e c u l e s .  S c i .  P r o g .  O x f .  6 6 : 4 7 3 .
D a n i e l s ,  C . A .  1 9 7 5 .  M e c h a n i s m s  o f  v i r a l  n e u t r a l i s a t i o n .  I n
' V i r a l  I m m u n o lo g y  an d I m m u n o p a t h o l o g y ' .  N o t k i n s ,  A . L .  e d . 
A c a d e m i c  P r e s s ,  New Y o r k .  p . 7 9 .
D a n i e l s ,  R . S . ,  D o u g l a s ,  A . R .  ,  S k e h e l ,  J . J . ,  W i l e y ,  D . C . ,  N a e v e ,  
C . W . , W e b s t e r ,  R . G . ,  R o g e r s ,  6 . N .  a n d  P a u l s o n ,  J . C .  1 9 8 3 .  
A n t i g e n i c  a n a l y s i s  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  w i t h  d i f f e r e n t  
r e c e p t o r - b l n d i n g  s p e c i f i c i t i e s .  V i r o l .  1 3 8 : 1 7 4 .
D a n i e l s ,  R . S . ,  D o w n i e ,  J . C * ,  H a y ,  A . J .  K n o s s o w ,  M . ,  S k e h e l ,  J . J . ,  
Wa n g,  M . L .  and W i l e y ,  D . C .  19 85.  F u s i o n  m u t a n t s  o f  t h e  
i n f l u e n z a  v i r u s  HA g l y c o p r o t e i n .  C e l l  4 0 : 4 3 1 .
D a n i e l s ,  R . S . ,  J e f f r i e s ,  S .  ,  Y a t e s ,  P .  ,  S c h i l d ,  G . C . ,  R o g e r s ,
G . N .  , P a u l s o n ,  J . C . ,  W h a r t o n ,  S . A .  , D o u g l a s ,  A . R . ,  S k e h e l ,  
J . J .  an d W i l e y ,  D . C .  1 9 8 7 .  R e c e p t o r - b i n d i n g  and 
m e m b r a n e - f u s i o n  p r o p e r t i e s  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  v a r i a n t s  
s e l e c t e d  u s i n g  a n t i - H A  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y .  EMBO J .  6 : 1 4 5 9 .
D a v e y ,  J .  1 9 8 4 .  PhD t h e s i s .  U n i v e r s i t y  o f  W a r w i c k .
D a v e y ,  J . ,  D i m m o c k ,  N . J .  a n d  C o l m a n ,  A .  1 9 8 5 .  I d e n t i f i c a t i o n  o f  
t h e  s e q u e n c e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  n u c l e a r  a c c u m u l a t i o n  o f  t h e  
i n f l u e n z a  v i r u s  n u c  l e o p r o t e i n  i n  X e n o p u s  o o c y t e s .  C e l l  
4 0 : 6 6 7 .
D a v e y ,  J . ,  H u r t l e y ,  S . M .  ,  a n d  W a r r e n ,  G .  1 9 8 5 .  R e c o n s t i t u t i o n  o f  
an e n d o c y t i c  f u s i o n  e v e n t  i n  a  c e l l - f r e e  s y s t e m .  C e l l  4 3 : 6 4 3 .
D a v i e s ,  J . F  a n d  B u c h e r ,  D . J .  1 9 8 1 .  I n t e r a c t i o n  o f  n e u r a m i n i d a s e  
w i t h  M - p r o t e i n  i n  l i p o s o m e s .  I n  ' R e p l i c a t i o n  o f  n e g a t i v e  
s t r a n d  v i r u s e s .  B i s h o p ,  D . H .  an d C o m p a n s ,  W. e d s .  P u b  1 .  
E l s e v i e r  N o r t h  H o l l a n d ,  p . 2 0 3 .
D a v i e s ,  D . R .  an d M e t z g e r ,  H .  1 9 8 3 .  S t r u c t u r a l  b a s i s  o f  a n t i b o d y  
f u n c t i o n .  A n n .  R e v .  I m m u n o l .  1 : 8 7 .
D a w s o n ,  C . R . ,  D r a k e ,  A . F . ,  H e l l i w e l l ,  J .  a n d  H i d e r ,  R . C .  1 9 7 8 .
T h e  i n t e r a c t i o n  o f  b e e  m e l i t t i n  w i t h  l i p i d  b i l a y e r  m e m b r a n e s .  
B i o c h i m .  e t  B i o p h y s .  A c t a  5 1 0 : 7 5 .
D e l l a - P o r t a ,  A . J .  a n d  E . G .  W e s t a w a y .  1 9 7 7 .  A  m u l t i - h i t  m o d e l  f o r  
t h e  n e u t r a l i s a t i o n  o f  a n i m a l  v i r u s e s .  J .  G e n .  V i r o l .  3 8 : 1 .
De om , C . M .  , C a t o n ,  A . J .  a n d  S c h u l z e ,  I . T .  1 9 8 6 .  H o s t
c e l l - m e d i a t e d  s e l e c t i o n  o f  a m u t a n t  i n f l u e n z a  A v i r u s  t h a t  
h a s  l o s t  a  c o m p l e x  o l  i g o s a c c h a r i d e  f r o m  t h e  t i p  o f  t h e  H A .  
P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  ,  U S A  8 3 : 3 7 7 1 .
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D e s e l b e r g e r ,  U .  an d P a l e s e ,  P .  1 9 78 .  M o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  RNA 
s e g m e n t s  o f  i n f l u e n z a  A an d B v i r u s e s .  V i r o l .  B 8 : 3 9 4 .
D e t j e n ,  M.  , S t . A n g e l o ,  C .  , K a t z e ,  M . G .  an d K r u g ,  R . M .  1 9 8 7 .  T h e
t h r e e  i n f l u e n z a  v i r u s  p o l y m e r a s e  p r o t e i n s  n o t  a s s o c i a t e d  w i t h  
v i r a l  n u c  l e o c a p s i d s  i n  t h e  i n f e c t e d  c e l l  a r e  i n  t h e  f o r m  o f  a
comp l e x . J .  V i n o l .  6 1 x 1 6 .
D i m m oc k, N . J . 19 69 . New v i r u s  s p e c i f i c - a n t i g e n s  i n  c e l l s  I n f e c t e d
wi  t h i n f  1u e n z a  •v i r u s .  V i r o l .  3 9 .  2 2 4 .
Di mmoc k , N . J . 1 9 8 2 . I n i t i a l  s t a g e s  i n  I n f e c t i o n  w i t h  a n i m a l
v i r u s e s . J .  Gen .  V i r o l .  5 9 x 1 .
D i mmoc k, N . J . 19 84 . M e c h a n i s m s  o f  n e u t r a l i s a t i o n  o f  a n i m a l
v i r u 1s e s . J . Gen . V i r o l .  6 5 x 1 0 1 5 .
D i m m oc k, N . J . 1 9 8 7 . M u l t i p l e  m e c h a n i s m s  o f  n e u t r a  1 i s a t i o n  o f
a n i m a l  v i r u s e s .  T I B S  1 2 < 7 0 .
D i m m o c k ,  N . J . ,  C a r v e r ,  A . S . ,  K e n n e d y ,  S . I . T . ,  L e e ,  M . R .  and 
L u s c o m b e ,  S .  1 9 7 7 .  I n t e r n a l  p r o t e i n s  o f  i n f l u e n z a  v i r u s t  
3° S - m a t h i o n i n e  p e p t i d e  map s a s  g e n e t i c  m a r k e r s .  J .  Ge n  V i r o l .  
3 6 > 5 0 3 .
D i m m o c k ,  N . J . ,  T a y l o r ,  H . P .  an d C a r v e r ,  A . S .  1 9 8 4 .  I n t e r a c t i o n  
o f  n e u t r a l i s e d  i n f l u e n z a  v i r u s  w i t h  a v i a n  a n d  m a m m a lia n  
c e l  I s . I n  S e g m e n t e d  N e g a t i v e  S t r a n d  V i r u s e s ' .  C o m p a n s ,
R . M . L .  a n d  B i s h o p ,  D . H . L .  e d s .  A c a d e m i c  P r e s s ,  New Y o r k ,  
p . 3 5 5 .
D i m m o c k ,  N . J .  a n d  M a t s o n ,  D . H .  1 9 6 9 .  P r o t e i n s  s p e c i f i e d  b y
i n f l u e n z a  v i r u s  i n  c e l l s i  A n a l y s i s  b y  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  
e l e c t r o p h o r e s i s  o f  a n t i g e n s  n o t  p r e s e n t  i n  t h e  v i r u s  
p a r t i c l e .  J .  G en V i r o l .  3 i 4 9 9 .
Dorns, R . M .  a n d  H e l e n i u s ,  A .  1 9 8 6 .  Q u a t e r n a r y  s t r u c t u r e  o f
i n f l u e n z a  v i r u s  HA a f t e r  a c i d  t r e a t m e n t .  J .  V i r o l .  6 0 x 8 3 3 .
Dorns, R . W .  ,  G e t h i n g ,  M . - J . ,  H e n n e b e r r y ,  J .  ,  M h i t e ,  J .  a n d
H e l e n i u s ,  A .  1 9 8 6 .  A  v a r i a n t  i n f l u e n z a  v i r u s  H A  t h a t  i n d u c e s  
f u s i o n  a t  e l e v a t e d  p H .  J .  V i r o l .  5 7 : 6 0 3 .
Dorns, R . M .  ,  H e l e n i u s ,  A .  a n d  M h i t e ,  J .  1 9 8 5 .  M e m b r a n e  a c t i v i t y  o f  
t h e  I n f l u e n z a  v i r u s  HAx t h e  l o w - p H  i n d u c e d  c o n f o r m a t i o n a l  
c h a n g e .  J .  B i o l .  C he m .  2 6 0 x 2 9 7 3 .
D o r r i n g t o n ,  K . J .  a n d  K l e i n ,  M . H .  1 9 8 2 .  B i n d i n g  s i t e s  f o r  F c  gamma 
r e c e p t o r s  o n  i m m u n o g l o b u l i n  G a n d  f a c t o r s  i n f l u e n c i n g  t h e i r  
e x p r e s s i o n .  M o l .  I m m u n o l .  1 9 x 1 2 1 5 .
D o u r m a s h k i n ,  R . R . , a n d  T y r r e l l ,  D . A . J .  1 9 7 0 .  A t t a c h m e n t  o f  tw o 
m y x o v i r u s e s  t o  c i l i a t e d  e p i t h e l i a l  c e l l s .  J .  G e n .  V i r o l .
9x 7 7 .
D o y l e ,  C .  ,  R o t h ,  M . G . ,  S a m b r o o k , J .  an d G e t h i n g ,  M . - J .  1 9 8 5 .
M u t a t i o n s  i n  t h e  c y t o p l a s m i c  d o m a i n  o f  t h e  i n f l u e n z a  v i r u s  HA 
a f f e c t  d i f f e r e n t  s t a g e s  o f  l n t r a c e l l u l a r  t r a n s p o r t .  J .  C e l l  
B i o l .  1 0 0 x 7 0 4 .
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Dowd 1 e , W . R . ,  D o w n i e ,  J . C .  a n d  L a v e r ,  W . G .  1 9 7 4 .  I n h i b i t i o n  o f
v i r u s  r e l e a s e  b y  a n t i b o d i e s  t o  s u r f a c e  a n t i g e n s  o f  i n f l u e n z a  
v i r u s e s .  J .  V i r o l .  1 3 : 2 6 9 .
D u b o i s - D a I c q , M . , H o l m e s ,  K . V .  a n d  R e n t i e r ,  B .  1 9 8 4 .  A s s e m b l y  o f  
e n v e l o p e d  RNA v i r u s e s .  Pu b 1.  S p r i n g e r - V e r 1a g ,  W i e n ,  New Y o r k .
D u e s b e r g ,  P . H .  1 9 6 9 .  D i s t i n c t  s u b u n i t s  o f  t h e  r i b o n u c l e o p r o t e i n  
o f  i n f l u e n z a  v i r u s .  J .  l"1ol. B i o l .  4 2 : 4 8 5 .  %
D u l b e c c o ,  R . , V o g t ,  M. an d S t r i c k l a n d ,  A . G . R .  1 9 5 6 .  A s t u d y  o f  
t h e  b a s i c  a s p e c t s  o f  n e u t r a l i s a t i o n  o f  t w o  a n i m a l  v i r u s e s .  
W e s t e r n  e q u i n e  e n c e p h a l i t i s  v i r u s  a n d  p o l i o m y e l i t i s  v i r u s .  
V i r o l .  2 : 1 6 2 .
D u n n ,  W . A . ,  H u b b a r d ,  A . L .  a n d  A r o n s o n ,  N . N .  1 9 8 0 .  L o w — t e m p e r a t u r e  
s e l e c t i v e l y  i n h i b i t s  f u s i o n  b e t w e e n  p i n o c y t i c  v e s i c l e s  an d 
l y . o . o . . .  d u r i n g  h . t . r o p n . g y  o f  ‘ ~ 1 t o f . t u I n  b y  t h .  
p e r f u s e d  r a t  l i v e r .  J .  B i o l .  C h e m .  2 5 5 : 5 9 7 1 .
E l d e r ,  K . T . ,  B y e ,  J . M . ,  S k e h e l ,  J . J . ,  W a t e r f i e l d ,  M . D .  an d S m i t h ,  
A . E .  1 9 7 9 .  2U. v i t r o  s y n t h e s i s ,  g l y c o s y l a t i o n ,  a n d  m em brane 
i n s e r t i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  h a e m a g g l u t i n i n .  V i r o l .  9 5 : 3 4 5 .
E m i n i ,  E . A . ,  K a o ,  S . - Y . ,  L e w i s ,  A . J . ,  C r a i n i c ,  R .  a n d  W im m e r,  E .  
1 9 8 3 a .  F u n c t i o n a l  b a s i s  o f  p o l i o v i r u s  n e u t r a l i s a t i o n  
d e t e r m i n e d  w i t h  m o n o s p e c i f i c  n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d i e s .  J .  
V i r o l .  4 6 : 4 6 6 .
E m i n i ,  E . A . ,  D o r n e r , A . J . ,  D o r n e r , L . F . ,  J a m e s o n ,  B . A .  an d 
W i m m e r ,  E .  1 9 8 3 b .  I d e n t i f i c a t i o n  o f  a  p o l i o v i r u s  
n e u t r a l i s a t i o n  e p i t o p e  t h r o u g h  u s e  o f  n e u t r a l i s i n g  a n t i s e r u m  
r a i s e d  a g a i n s t  a  p u r i f i e d  v i r a l  s t r u c t u r a l  p r o t e i n .  V i r o l .
1 2 4 : 1 4 4 .
E n a m i ,  C l . ,  F u k u d a ,  R.  a n d  I s h i h a m a ,  A .  1 9 8 5 .  T r  a n s c r  i p t  i o n  an d 
r e p l i c a t i o n  o f  8  RNA s e g m e n t s  o f  i n f l u e n z a  v i r u s .  V i r o l .
1 4 2 : 6 8 .
E n n i s ,  F . A .  1 9 8 2 .  Some n e w l y  r e c o g n i s e d  a s p e c t s  o f  r e s i s t a n c e  
a g a i n s t  a n d  r e c o v e r y  f r o m  i n f l u e n z a .  A r c h .  V i r o l .  7 3 : 2 0 7 .
F e i n s t e i n ,  A . ,  R i c h a r d s o n ,  N . E .  a n d  T a u s s i g ,  M . J . .  1 9 8 6 .
I m m u n o g l o b u l i n  f l e x i b i l i t y  i n  c o m p l e m e n t  a c t i v a t i o n .  I m m u n o l .  
T o d a y .  7 : 1 6 9 .
F e n n e r ,  F . ,  M c A u s l a n ,  B . R . ,  M i m s ,  C . A . , S a m b r o o k ,  J .  an d 
W h i t e ,  D . O .  1 9 7 4 .  T h e  B i o l o g y  o f  A n i m a l  v i r u s e s .  2 n d  e d i t i o n .  
A c a d e m i c  P r e s s ,  New Y o r k .
F i e l d s ,  S . , W i n t e r ,  G .  a n d  B r o w n l e e ,  G . G .  1 9 8 1 .  S t r u c t u r e  o f  t h e  
n e u r a m i n i d a s e  g e n e  i n  hum an i n f l u e n z a  A / P R / 8 / 3 4 .  N a t u r e  
( L o n d . )  2 9 0 : 2 1 3 .
F o l l e t t ,  E . A . C . ,  P r i n g l e ,  C . R . ,  W u n n e r , W . H .  a n d  S k e h e l ,  J . J .
1 9 7 4 .  V i r u s  r e p l i c a t i o n  i n  e n u c l e a t e  c e l l s :  V S V  a n d  i n f l u e n z a  
v i r u s .  J .  V i r o l .  1 3 :  3 9 4 .
F u j l n a m i ,  R . S . ,  N o r r b y ,  E . , a n d  O l d s t o n e ,  M . B . A .  1 9 8 4 .  A n t i g e n i c  
m o d u l a t i o n  i n d u c e d  b y  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s :  a n t i b o d i e s  t o  
m e a s l e s  v i r u s  HA a l t e r s  e x p r e s s i o n  o f  o t h e r  v i r a l
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p o l y p e p t i d e s  i n  i n f e c t e d  c e l l s .  J .  I m m u n o l .  1 3 2 : 2 6 1 8 .
F u l l e r ,  S . , v o n  B o n s d o r f ,  C . - H .  a n d  S i m o n s ,  K .  1 9 8 4 .  VSV i n f e c t s  
an d m a t u r e s  o n l y  t h r o u g h  t h e  b a s o l a t e r a l  s u r f a c e  o f  t h e  
p o l a r i s e d  e p i t h e l i a l  c e l l  l i n e  MDCK.  C e l l  3 8 : 6 5 .
F u l l e r ,  A . O .  a n d  S p e a r , P . G .  1 9 8 5 .  S p e c i f i c i t i e s  o f  m o n o c l o n a l  
an d p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  t h a t  i n h i b i t  a d s o r p t i o n  o f  h e r p e s  
s i m p l e x  v i r u s  t o  c e l l s  a n d  l a c k  o f  i n h i b i t i o n  b y  p o t e n t  
n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d i e s .  J .  V i r o l .  5 5 : 4 7 5 .
F u r u i c h i ,  Y .  1 9 7 4 .  " M e t h y 1 a t i o n - c o u p  1e d “ t r a n s c r i p t i o n  b y  v i r u s  
a s s o c i a t e d  t r a n s c r i p t a s e  o f  c y t o p l a s m i c  p o l y h e d r o s i s  v i r u s  
c o n t a i n i n g  d o u b l e  s t r a n d e d  RN A.  N u c . A c i d s  R e s .  1 : 8 0 9 .
F u r u i c h i ,  Y .  a n d  S h a t k i n ,  A . J .  1 9 7 6 .  D i f f e r e n t i a l  s y n t h e s i s  o f
b l o c k e d  a n d  u n b l o c k e d  5 '  t e r m i n i  i n  r e o v i r u s  mRNA:  E f f e c t  o f  
p y r o p h o s p h a t e  a n d  p y r o p h o s p h a t a s e .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  ,  U S A  
7 3 : 3 4 4 8 .
G a r o f f ,  H .  1 9 8 5 .  U s i n g  r e c o m b i n a n t  DNA t e c h n i q u e s  t o  s t u d y
p r o t e i n  t a r g e t i n g  i n  t h e  e u k a r y o t i c  c e l l .  A n n .  R e v .  B i o c h e m .  
5 3 : 5 9 5 .
G a r t e n ,  W. a n d  K l e n k ,  H . D .  1 9 8 3 .  C h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t h e
c a r b o x y p e p t i d a s e  i n v o l v e d  i n  t h e  p r o t e o l y t i c  c l e a v a g e  o f  t h e  
i n f l u e n z a  H A .  J .  G e n .  V i r o l .  6 4 : 2 1 2 7 .
G a r t e n ,  W . , L i n d e r ,  D . ,  R o t t ,  R .  a n d  K l e n k ,  H . D .  1 9 8 2 .  T h e
c l e a v a g e  s i t e  o f  t h e  HA o f  f o w l  p l a g u e  v i r u s .  V i r o l .  1 2 2 : 1 8 6 .
G e r h a r d ,  U . , Y e w d e l l ,  J . ,  F r a n k e l ,  M.  a n d  W e b s t e r ,  R.  1 9 8 1 .
D e f i n i n g  t h e  a n t i g e n i c  s t r u c t u r e  o f  an i n f l u e n z a  v i r u s  H A  
w i t h  h y b r i d o m a  a n t i b o d i e s  a n d  i_n v i t r o  s e l e c t e d  m u t a n t s :  
I m p l i c a t i o n s  f o r  a n t i g e n i c  d r i f t .  N a t u r e  ( L o n d . )  2 9 0 : 7 1 2 .
G e t h i n g ,  M - J . ,  a n d  S a m b r o o k , J .  1 9 8 1 .  C e l l  s u r f a c e  e x p r e s s i o n  o f  
i n f l u e n z a  h a e m a g g l u t i n  i n  f r o m  a c l e a v e d  c o p y  o f  t h e  RN A g e n e .  
N a t u r e  ( L o n d . )  2 9 3 : 6 2 0 .
G e t h i n g ,  M . - J . ,  Dorns,  R . W . ,  Y o r k ,  D .  a n d  W h i t e ,  J .  1 9 8 6 a .  S t u d i e s  
on  t h e  m e c h a n i s m  o f  m e m b ra n e  f u s i o n :  s i t e - s p e c i f i c  
m u t a g e n e s i s  o f  t h e  HA o f  i n f l u e n z a  v i r u s .  J .  C e l l  B i o l .
102 : 11 .
G e t h i n g  M . - J . ,  M cCa m m on,  K .  a n d  S a m b r o o k ,  J .  1 9 8 6 b .  E x p r e s s i o n  o f  
w i l d - t y p e  a n d  m u t a n t  f o r m s  o f  i n f l u e n z a  H A :  t h e  r o l e  o f  
f o l d i n g  i n  i n t r a c e l l u l a r  t r a n s p o r t .  C e l l  4 6 : 9 3 9 .
G o l d s t e i n ,  J . L . ,  A n d e r s o n ,  R . G . W .  a n d  B r o w n ,  M . S .  1 9 7 9 .  C o a t e d  
p i t s ,  c o a t e d  v e s i c l e s  a n d  r e c e p t o r - m e d i a t e d  e n d o c y t o s i s .  
N a t u r e  ( L o n d . )  2 7 9 : 6 7 9 .
G o l l i n s ,  S . W .  a n d  P o r t e r f i e l d ,  J . S .  1 9 8 4 .  F l a v i v i r u s  i n f e c t i o n  
e n h a n c e m e n t  i n  m a c r o p h a g e s :  r a d i o a c t i v e  a n d  b i o l o g i c a l  
s t u d i e s  on  t h e  e f f e c t  o f  a n t i b o d y  on  v i r a l  f a t e .  J .  G e n .
V i r o l . 6 5 : 1 2 6 1 .
G o l l i n s ,  S . W .  a n d  P o r t e r f i e l d ,  J . S .  1 9 8 5 .  F l a v i v i r u s  i n f e c t i o n  
e n h a n c e m e n t  i n  m a c r o p h a g e s :  An e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  s t u d y  o f  
v i r a l  c e l l u l a r  e n t r y .  J .  G e n .  V i r o l .  6 6 : 1 9 6 9 .
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G o 1 1 i n s  , S .W .  a n d  P o r  t e r  f  i e  1 d , J . S .  1 9 8 6 a .  T h e  u n c o a t i n g  and
i n f e c t i v i t y  o f  t h e  H a v i v i r u «  W e s t  N i l e  on i n t e r a c t i o n  w i t h  
c e l l s :  e f f e c t s  o f  p H  a n d  ammonium c h l o r i d e .  J .  G e n .  V i r o l .
G o l l i n s ,  S .W .  a n d  P o r t e r f i e l d ,  J . S .  1 9 8 6 b .  A  ne w m e c h a n i s m  f o r  
t h e  n e u t r a l i s a t i o n  o f  e n v e l o p e d  v i r u s e s  b y  a n t i v i r a l  
a n t i b o d y .  N a t u r e  ( L o n d . > 3 2 1 : 2 4 4 .
G o t t s c h a l k ,  A .  1 9 5 7 .  T h e  s p e c i f i c  e n z y m e  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  and 
V i b r i o  c h o l e r a e . B i o c h e m .  B i o p h y s .  A c t a  2 3 : 6 4 5 .
G r a v e s ,  P . N .  , S c h u l m a n ,  J . L . ,  Y o u n g ,  J . F .  an d P a l e s e , , P .  1 9 8 3 .
P r e p a r a t i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  s u b v i r a l  p a r t i c l e s  l a c k i n g  t h e  
HA 1 s u b u n i t  o f  HA :  u n m a s k i n g  o f  c r o s s - r e a c t i v e  d e t e r m i n a n t s .  
V i r o l .  1 2 6 : 1 0 6 .
G r a d y ,  L . J .  a n d  W. K i n c h .  1 9 8 5 .  Tw o  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  a g a i n s t  
L a  C r o s s e  v i r u s  s h o w  h o s t - d e p e n d e n t  n e u t r a l i s i n g  a c t i v i t y .  J .  
G e n .  V i r o l .  6 6 : 2 7 7 3 .
G r e e n s p a n ,  D .  ,  K r y s t a l ,  M.  , N a k a d a ,  S .  ,  A r n h e i t e r ,  H . ,  L y l e s ,
D . S .  and P a l e s e ,  P .  1 9 8 5 .  E x p r e s s i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  NS2 
n o n - s t r u c t u r a 1 p r o t e i n  i n  b a c t e r i a  a n d  l o c a l i s a t i o n  o f  NS2 i n  
i n f e c t e d  e u k a r y o t i c  c e l l s .  J .  V i r o l .  5 4 : 8 3 3 .
G r e g o r i a d e s ,  A .  1 9 8 0 .  I n t e r a c t i o n  o f  i n f l u e n z a  M p r o t e i n  w i t h  
v i r a l  l i p i d  a n d  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  v e s i c l e s .  J .  V i r o l .
3 6 : 4 7 0 .
G r e g o r i a d e s ,  A . ,  C h r i s t i e ,  T .  a n d  M a r k a r i a n ,  K .  1 9 8 4 .  T h e
m em brane p r o t e i n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  o c c u r s  i n  tw o  f o r m s  an d 
i s  a p h o s p h o p r o t e i n .  J .  V i r o l .  4 9 : 2 2 9 .
G r e g o r i a d e s ,  A .  a n d  F r a n g i o n e ,  B .  1 9 8 1 .  I n s e r t i o n  o f  i n f l u e n z a  M 
p r o t e i n  i n t o  t h e  v i r a l  l i p i d  b i l a y e r  a n d  l o c a l i s a t i o n  o f  s i t e  
i n s e r t i o n .  J .  V i r o l .  4 0 : 3 2 3 .
H a c k e m a n ,  M .  ,  D e n m a n ,  A . M .  a n d  T y r r e l l ,  D . A . J .  1 9 7 4 .  I n a c t i v a t i o n  
o f  i n f l u e n z a  v i r u s  b y  h u m a n  l y m p h o c y t e s .  C l i n .  E x p .  I m m u n o l .  
1 6 : 5 8 3 .
H a h o n ,  N . J .  1 9 7 0 .  N e u t r a l i s a t i o n  o f  r e s i d u a l  i n f e c t i v i t y  o f
V e n e z u e l a n  e q u i n e  e n c e l p h a l o m y e l i t i s  v i r u s  b y  a n t i s e r u m  an d 
t h e  r e v e r s i b l 1 i t y  o f  t h e  r e a c t i o n .  J .  G e n .  V i r o l .  6 : 3 6 1 .
H a n s e n ,  D . C . ,  Y g u e r a b i d e ,  J .  a n d  S c h u m a k e r ,  V . N .  1 9 8 1 .  S e g m e n t a l  
f l e x i b i l i t y  o f  i m m u n o g l o b u l i n  G a n t i b o d i e s  i n  s o l u t i o n :  A new 
i n t e r p r e t a t i o n . B i o c h e m i s t r y  2 0 : 6 8 4 2 .
H a y ,  A . J .  1 9 7 4 .  S t u d i e s  on  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  i n f l u e n z a  v i r u s  
e n v e l o p e .  V i r o l .  6 0 : 3 9 8 .
H a y ,  A . J . ,  S k e h e l ,  J . J . ,  M c C a u l e y ,  J .  1 9 8 2 .  C h a r a c t e r i s a t i o n  o f  
i n f l u e n z a  v i r u s  RNA c o m p l e t e  t r a n s c r i p t s .  V i r o l .  1 1 6 : 5 1 7 .
H a y ,  A . J . ,  L o m n i c z i ,  B . , B e l l a m y ,  A . R .  a n d  S k e h e l ,  J . J .  1 9 7 7 .
T r a n s c r i p t i o n  o f  t h e  i n f l u e n z a  v i r u s  g e n o m e .  V i r o l .  8 3 :  3 3 7 .
H a y ,  A . J . ,  K e n n e d y ,  N . C . T . ,  S k e h e l ,  J . J .  a n d  A p p l e y a r d ,  G .  1 9 7 9 .  
T h e  m a t r i x  p r o t e i n  g e n e  d e t e r m i n e s  a m a n t a d i n e  s e n s i t i v i t y  o f
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I n f l u e n z a  v i r u s e s .  J .  G e n .  V i r o l .  4 2 s 1 8 9.
H a y ,  A . J . a n d  S k e h e l , J . J .  1 9 7 4 .  S t u d i e s  o n  t h e  s y n t h e s i s  o f  
i n f l u e n z a  v i r u s  p r o t e i n s .  I n  N e g a t i v e  s t r a n d  V i r u s e s ' .
B a r r y ,  R . D .  a n d  M a h y ,  B . W . J .  e d s .  Pu b 1 .  A c a d e m i c  P r e s s ,  New 
Y o r k .
H a y ,  A . J . ,  Wo 1s t e n  ho  1 m e , A . J . ,  S k e h e l ,  J . J .  a n d  S m i t h ,  M . A .  1 9 8 5 .  
T h e  m o l e c u l a r  b a s i s  o f  t h e  s p e c i f i c  a n t i - i n f l u e n z a  a c t i o n  o f  
a m a n t a d i n e .  EMBO J .  4 : 3 0 2 1 .
H a y w o o d ,  A . M . ,  a n d  B o y e r ,  B . P .  1 9 8 5 .  F u s i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  
m e m b ra n es  w i t h  l i p o s o m e s  a t  pH 7 . 5 .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c l . ,  
US A 8 2 : 4 6 1 1 .
H a y w o o d ,  A . M .  a n d  B o y e r  B . P .  1 9 8 6 .  T i m e  a n d  t e m p e r a t u r e
d e p e n d e n c e  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  m e m b ra n e  f u s i o n  a t  n e u t r a l  p H .  
J .  G en .  V i r o l .  6 7 : 2 8 1 3 .
H e g e n n e s s ,  M . H .  ,  S c h e i d ,  A .  a n d  C h o p p i n ,  P . W .  1 9 8 0 .  C o n f o r m a t i o n  
o f  t h e  h e l i c a l  n u c l e o c a p s i d s  o f  p a r a m y x o v i r u s e s  an d V S V :  
r e v e r s i b l e  c o i l i n g  a n d  u n c o i l i n g  i n d u c e d  b y  s a l t  
c o n c e n t r a t i o n .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i . ,  U S A 7 7 : 2 6 3 1 .
H e i n z ,  F . X . ,  M a n d l ,  C . ,  B e r g e r ,  R . ,  T u m a ,  W. a n d  K u n z ,  C .  1 9 8 4 .  
A n t i b o d y - i n d u c e d  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  r e s u l t  i n  e n h a n c e d  
a v i d i t y  o f  a n t i b o d i e s  t o  d i f f e r e n t  a n t i g e n i c  s i t e s  on  t h e  
t i c k - b o r n e  e n c e p h a l i t i s  v i r u s  g l y c o p r o t e i n .  V i r o l .  1 3 3 : 2 5 .
H e l e n i u s ,  A . ,  K a r t e n b e c k ,  A . J . ,  S i m o n s ,  K .  a n d  F r i e s ,  E .  1 9 8 0 .  On 
t h e  e n t r y  o f  S e m l i k i  f o r e s t  v i r u s  i n t o  BHK —21 c e l l s .  J .  C e l l  
B i o l .  8 4 : 4 0 4 .
H e r r i e r ,  G . ,  R o t t ,  R .  K l e n k ,  H— D . , M u e l l e r ,  H—P . ,  S h u k l a ,  A . K .  
a n d  S c h a u e r ,  R . .  1 9 8 5 .  T h e  r e c e p t o r  d e s t r o y i n g  e n z y m e  o f
i n f l u e n z a  C v i r u s  i s  n e u r a m i n a t e - O —a c e t y l e s t e r a s e .  EMBO J .
4 : 1 5 0 3 .
H e r z ,  C .  , S t a v n e z e r ,  E .  ,  K r u g ,  R . M .  a n d  G u r n e y  J n r , T .  1 9 8 1 .
I n f l u e n z a  v i r u s ,  a  R N A  v i r u s ,  s y n t h e s i z e s  i t s  m e s s e n g e r  RNA 
i n  t h e  n u c l e u s  o f  i n f e c t e d  c e l l s .  C e l l  2 6 : 3 9 1 .
H i g a ,  H . H . , R o g e r s ,  R . N .  a n d  P a u l s o n ,  J . C .  1 9 8 5 .  I n f l u e n z a  v i r u s  
h a e m a g g l u t i n i n s  d i f f e r e n t i a t e  b e t w e e n  r e c e p t o r  d e t e r m i n a n t s  
b e a r i n g  N - a c e t y l ,  N - g l y c o l l y l  a n d  N , 0 - d i a c e t y l n e u r a m i n i c  
a c i d s .  V i r o l .  1 4 4 : 2 7 9 .
H o g l e ,  J . M .  ,  C h o w ,  M.  a n d  F i l m a n ,  D . J .  1 9 8 5 .  T h r e e - d i m e n s i o n a l  
s t r u c t u r e  o f  p o l i o v i r u s  a t  2 . 9  A r e s o l u t i o n .  S c i e n c e .
2 2 9 : 1 3 5 8 .
H o l l a n d ,  J . J .  a n d  K i e l n ,  E . O .  1 9 7 0 .  I n f l u e n z a  v i r u s  e f f e c t s  on  
c e l l  m e m b ra n e  p r o t e i n .  S c i e n c e  6 7 : 2 0 2 .
Homme 1 - B e r r e y ,  G . A .  a n d  S c h l o e m e r ,  R . H .  1 9 8 6 .  I n h i b i t i o n  o f  b a n z i  
v i r a l  RNA s y n t h e s i s  i n  B H K - 2 1  c e l l s  b y  b a n z i  v i r i o n  m a t r i x  
p r o t e i n .  I n t e r v i o l .  2 5 : 3 8 .
H o o d ,  L . ,  K r o n e n b e r g ,  M.  a n d  H u n k a p i l l e r ,  T .  1 9 8 5 .  T  c e l l
r e c e p t o r s  a n d  t h e  i m m u n o g l o b u l i n  s u p e r g e n e  f a m i l y .  C e l l  
4 0 : 2 2 5 .
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H o r i k o s h i ,  M.  , N a k a y a m a ,  M.  , Y a m a o k a ,  N .  , F u r u s a w a ,  I .  and
S i s h i y a m a ,  J .  1 9 8 7 .  B r o m t  m o s a i c  v i r u s  c o a t  p r o t e i n  i n h i b i t s  
v i r a l  R N A  s y n t h e s i s  in^ v i t r o .  V i r o l .  1 5 8«  1 5 .
H o r n e ,  R . W .  ,  W a t e r s o n ,  A . P .  , U i l d y ,  P .  a n d  F a r n h a m ,  A . E . 1 9 6 0 .
T h e  s t r u c t u r e  an d c o m p o s i t i o n  o f  t h e  m y x o v i r u s e s .  I .  E l e c t r o n  
m i c r o s c o p e  s t u d i e s  o f  t h e  s t r u c t u r e  o f  m y x o v l r u s  p a r t i c l e s  b y  
n e g a t i v e  s t a i n i n g  t e c h n i q u e s .  V i r o l .  1 1 « 7 9 .
H o r i s b e r g e r ,  M . A .  1 9 8 0 .  T h e  l a r g e r  P p r o t e i n s  o f  i n f l u e n z a  a r e  
c o m p o s e d  o f  o n e  a c i d  a n d  tw o  b a s i c  p o l y p e p t i d e s .  V i r o l .  
1 0 7 : 3 0 2 .
H u a n g ,  R . T . C . ,  H a h n ,  K . , K l e n k ,  H . - D .  a n d  K o h a m a ,  T .  1 9 80 a .
F u s i o n  b e t w e e n  c e l l  m e m b ra n e  a n d  l i p o s o m e s  c o n t a i n i n g  t h e  
g l y c o p r o t e i n s  o f  i n f l u e n z a  v i r u s .  V i r o l .  1 0 4 : 2 9 4 .
H u a n g ,  R . T . C . ,  R o t t ,  R.  U a h n ,  K .  K l e n k ,  H - D .  a n d  K o h a m a ,  T .
1 9 8 0 b .  T h e  f u n c t i o n  o f  t h e  n e u r a m i n i d a s e  i n  m e m b ra n e  f u s i o n  
i n d u c e d  b y  m y x o v i r u s .  V i r o l .  1 0 7 : 3 1 3 .
H u a n g ,  R . T . C . ,  R o t t ,  R .  a n d  K l e n k ,  H - D .  1 9 8 1 .  I n f l u e n z a  v i r u s e s  
c a u s e  h a e m o l y s i s  a n d  f u s i o n  o f  c e l l s .  V i r o l .  1 1 0 : 2 4 3 .
H u a n g ,  R . T . C . ,  D i e t s c h ,  E .  a n d  R o t t ,  R .  1 9 8 5 .  F u r t h e r  s t u d i e s  on 
t h e  r o l e  o f  n e u r a m i n i d a s e  an d t h e  m e c h a n i s m  o f  l o w  pH 
d e p e n d e n c e  i n  i n f l u e n z a  v i r u s  i n d u c e d  m e m b r a n e  f u s i o n .  J .
G e n .  V i r o l .  6 6 : 2 9 5 .
H u b e r ,  R .  a n d  B e n n e t t ,  W . S .  1 9 8 7 .  A n t i b o d y - a n t i g e n  f l e x i b i l i t y .  
N a t u r e  ( L o n d . ) 3 2 6 : 3 3 4 .
H u d s o n ,  J . B .  a n d  D i m m o c k ,  N . J .  1 9 7 7 .  T h e  u s e  o f  n u c l e a r
m o n o l a y e r s  i n  t h e  s t u d y  o f  i n f l u e n z a  v i r u s - i n f e c t e d  c e l l s .  
F E U S  M i c r o b i o l .  L e t t .  1 : 3 2 5 .
H u d s o n ,  J . B . ,  F l a w i t h ,  J .  a n d  D i m m o c k ,  N . J .  1 9 7 8 .  E a r l y  e v e n t s  i n  
i n f l u e n z a  v i r u s  i n f e c t i o n .  I I I .  T h e  f o r m a t i o n  o f  
n u e l e o p  1 a s m i c  RNP c o m p l e x  f r o m  t h e  i n p u t  v i r i o n .  V i r o l .
8 6 : 1 6 7 .
H u d s o n ,  L .  a n d  H a y ,  F . C .  1 9 8 0 .  P r a c t i c a l  I m m u n o l o g y .  2n d E d i t i o n .  
P u b l .  B l a c k w e l l ,  O x f o r d .
I c e n o g l e ,  J . ,  S h i w e n ,  H . ,  D u k e ,  G .  G i l b e r t ,  S . ,  R u e c k e r t ,  R .  a n d  
A n d e r e g g ,  J .  1 9 8 3 .  N e u t r a l i s a t i o n  o f  p o l i o v i r u s  b y  a 
m o n o c l o n a l  a n t i b o d y :  K i n e t i c s  a n d  s t o i c h i o m e t r y .  V i r o l .  
1 2 7 : 4 1 2 .
I n g l l s ,  S . C .  a n d  B r o w n ,  C . M .  1 9 8 1 .  D i f f e r e n c e s  i n  t h e  c o n t r o l  o f  
v i r u s  mRNA s p l i c i n g  d u r i n g  p e r m i s s i v e  o r  a b o r t i v e  i n f e c t i o n  
w i t h  i n f l u e n z a  A ( f o w l  p l a g u e )  v i r u s .  J .  G e n .  V i r o l .  6 5 : 1 5 3 .
I n g l i s ,  S . C .  a n d  M a h y ,  B . U . J .  1 9 7 9 .  P o l y p e p t i d e s  s p e c i f i e d  b y  t h e  
I n f l u e n z a  v i r u s  g e n o m e .  3 .  C o n t r o l  o f  s y n t h e s i s  i n  i n f e c t e d  
c e l l s .  V i r o l .  9 5 : 1 5 4 .
I n g l i s ,  S . C . ,  C a r r o l l ,  A . R . ,  L a m b ,  R . A .  ,  a n d  f l a h y ,  B . U . J . . 1 9 7 6 .  
P o l y p e p t i d e s  s p e c i f i e d  b y  t h e  i n f l u e n z a  v i r u s  g e n o m e .  I .
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E v i d e n c e  f o r  e i g h t  d i s t i n c t  g e n e  p r o d u c t s  s p e c i f i e d  b y  f o w l  
p l a g u e  v i r u s .  V i r o l .  7 4 : 4 8 9 .
I o r i o ,  R . M .  an d B r a t t ,  M . A .  1 9 8 4 .  N e u t r a l i s a t i o n  o f  NDV b y
m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  t o  t h e  H N  g l y c o p r o t e i n s  r e q u i r e m e n t  f o r  
a n t i b o d y  t o  4 s i t e s  f o r  c o m p l e t e  n e u t r a l i s a t i o n .  J .  V i r o l .
5 1 : 4 4 5 .
J a c k s o n ,  D . A . ,  C a t o n ,  A . J . ,  M c C r e e d y ,  S . J .  a n d  C o o k ,  P . R .  1 9 82 .  
I n f l u e n z a  v i r u s  RNA i s  s y n t h e s i z e d  a t  f i x e d  s i t e s  i n  t h e  
n u c l e u s .  N a t u r e  ( L o n d . ) 2 9 6 s 3 6 6 .
J a c k s o n ,  D . C .  an d N e s t e r o w i c z ,  A .  1 9 8 5 .  A n t i g e n i c  d e t e r m i n a n t s  o f  
i n f l u e n z a  v i r u s  H A .  X I .  C o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  d e t e c t e d  b y  
m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s .  V i r o l .  1 4 5 : 7 2 .
J o k l i k ,  W. 1 9 6 4 .  t h e  i n t r a c e 1 l u 1a r  f a t e  o f  r a b b i t  p o x  v i r u s
r e n d e r e d  n o n - i n f e c t i o u s  b y  v a r i o u s  r e a g e n t s .  V i r o l .  2 2 : 6 2 0 .
K a m a t a ,  T .  an d W a t a n a b e ,  V .  1 9 7 7 .  R o l e  f o r  n u c l e o c a p s i d
p h o s p h o r y l a t i o n  i n  t h e  t r a n s c r i p t i o n  o f  t h e  i n f l u e n z a  v i r u s  
g e n o m e .  N a t u r e  ( L o n d . )  2 6 7 : 4 6 0 .
K a r a d a g h i , S . E . ,  Z a k o m i r d i n ,  J . A . ,  S h i m a n e ,  C .  , B u c h e r ,  D . J . ,
T v e r s i d o v ,  V . A .  an d K h a r i t o n e n k o ,  1 . 6 .  1 9 8 4 .  I n t e r a c t i o n  o f
i n f l u e n z a  v i r u s  p r o t e i n s  w i t h  p l a n a r  b i l a y e r  l i p i d  m e m b ra n e s .  
1.  C h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t h e i r  a d s o r p t i o n  a n d  i n c o r p o r a t  i o n  
i n t o  l i p i d  b i l a y e r s .  B i o c h i m .  B i o p h y s .  A c t a  7 7 8 : 2 6 9 .
K a t e s ,  M. , A l l i s o n ,  A . C . , T y r r e l l ,  D . A . J .  a n d  J a m e s ,  A . T .  1 9 6 1 .  
L i p i d s  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  a n d  t h e i r  r e l a t i o n  t o  t h o s e  o f  t h e  
h o s t  c e l l .  B i o c h e m .  B i o p h y s .  A c t a .  5 2 : 4 5 5 .
K a t o ,  A . ,  M i z u m o t o ,  K .  an d I s h i h a m a ,  A .  1 9 8 5 .  P u r i f i c a t i o n  an d 
e n z y m a t i c  p r o p e r t i e s  o f  an  R N A  p o l y m e r a s e - R N A  c o m p l e x  f r o m  
i n f l u e n z a  v i r u s .  V i r u s  R e s .  3 : 1 1 5 .
K a t o ,  N .  a n d  E g g e r s ,  H . J .  1 9 6 9 .  I n h i b i t i o n  o f  u n c o a t i n g  o f  f o w l  
p l a g u e  v i r u s  b y  1 - a d a m a n t a n a m i n e  h y d r o c h l o r i d e .  V i r o l .
3 7 : 6 3 2 .
K a t z ,  J . M . ,  L a v e r ,  W . G . ,  W h i t e ,  D . O . a n d  A n d e r s ,  E . M .  1 9 8 5 .
R e c o g n i t i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  h a e m a g g l u t i n  i n  b y  s u b t y p e  
s p e c i f i c  a n d  c r o s s - r e a c t i v e  T  c e l l s :  C o n t r i b u t i o n  o f  HA1 and 
HA 2 p o l y p e p t i d e  c h a i n s .  J .  I m m u n o l .  1 3 4 : 6 1 6 .
K a w a k a m i ,  K .  ,  I s h i h a m a ,  A .  a n d  H a m a g u c h i ,  M.  1 9 8 1 a .  RNA 
p o l y m e r a s e  o f  i n f l u e n z a  v i r u s .  I .  C o m p a r i s o n  o f  t h e  
v i r i o n - a s s o c i a t e d  RNA p o l y m e r a s e  a c t i v i t y  o f  v a r i o u s  s t r a i n s  
o f  i n f l u e n z a  v i r u s .  J .  B i o c h e m .  8 9 i l 7 S l .
K a w a k a m i ,  K . ,  I s h i h a m a ,  A . ,  O h t s u k a ,  E . ,  T a n a k a ,  T . ,  T a k a s h i m a ,
H .  a n d  I k e h a r a ,  M. 1 9 8 1 b .  R N A  p o l y m e r a s e  o f  i n f l u e n z a  v i r u s .  
I I .  I n f l u e n c e  o f  o l i g o n u c l e o t i d e  c h a i n  l e n g t h  on  t h e  p r i m i n g  
a c t i v i t y  o f  RNA s y n t h e s i s  b y  v i r i o n - a s s o c i a t e d  RNA 
p o l y m e r a s e .  J .  B i o c h e m .  8 9 i 1 7 5 9 .
K a w a k a m i ,  K .  an d A .  I s h i h a m a .  1 9 8 3 .  RNA p o l y m e r a s e  o f  i n f l u e n z a
v i r u s .  I I I .  I s o l a t i o n  o f  R N A  p o l y m e r a s e - R N A  c o m p l e x e s  f r o m  
i n f l u e n z a  P RB .  J .  B i o c h e m .  9 3 : 9 8 9 .
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Ka w ak a m i , K .  ,  f i i z u m o t o ,  K .  , I s h i h a m a ,  A . ,  S h i n o z a k  i - Y a m a g u c h i ,  K.  
a n d  M l u r a ,  K .  19 85.  A c t i v a t i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s — a s s o c i a t e d  
RNA p o l y m e r a s e  b y  Ca p  i s t r u c t u r e  < m 'GpppNm) # j ,  B i o c h e m . , 
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K a w a o k a ,  Y . S .  ,  N a e v e ,  C . U .  a n d  W e b s t e r ,  R . G .  1 9 8 4 .  I s  v i r u l e n c e
o f  HSN2 i n f l u e n z a  v i r u s e s  i n  c h i c k e n s  a s s o c i a t e d  w i t h  l o s s  o f  
c a r b o h y d r a t e  f r o m  HA-’  V i r o l .  1 3 9 : 3 0 3 .
K e l l y ,  D . C . ,  A v e r y ,  R . J .  an d D i m m o c k ,  N . J .  1 9 7 4 .  F a i l u r e  o f  an
i n f l u e n z a  v i r u s  t o  i n i t i a t e  i n f e c t i o n  i n  e n u c l e a t e  BHK c e l l s .  
J .  V i r o l .  13 t  1 155.
K e l l y  D . C .  a n d  D i m m o c k ,  N . J .  1 9 7 4 .  F o w l  p l a g u e  v i r u s  r e p l i c a t i o n  
i n  m a m m a l i a n  c e l  1- e r y t h r o c y t e  h e t e r o k a r y o n s :  S t u d i e s  
c o n c e r n i n g  t h e  a c t i n o m y c i n  D an d u l t r a - v i o l e t  s e n s i t i v e  p h a s e  
i n  i n f l u e n z a  v i r u s  r e p l i c a t i o n .  V i r o l .  6 1 : 2 1 0 .
K e m d l n m ,  S .  ,  P a l e f s k y ,  J .  a n d  B r e i d i s ,  D . J .  1 9 8 6 .  I n f l u e n z a  B 
v i r u s  PB1 p r o t e i n :  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  o f  t h e  g e n o m e  RNA 
s e g m e n t  p r e d i c t s  a h i g h  d e g r e e  o f  s t r u c t u r a l  h o m o l o g y  w i t h  
t h e  c o r r e s p o n d i n g  I n f l u e n z a  A v i r u s  p o l y m e r a s e  p r o t e i n .
V i r o l .  1 5 2 : 1 2 6 .
K e n d a l ,  A . P . ,  G a l p h i n ,  J . C .  a n d  P a l m e r ,  E . L .  1 9 7 7 .  R e p l i c a t i o n  o f  
i n f l u e n z a  v i r u s  a t  e l e v a t e d  t e m p e r a t u r e s :  p r o d u c t i o n  o f  
v i r u s - l i k e  p a r t i c l e s  w i t h  r e d u c e d  m a t r i x  p r o t e i n  c o n t e n t .  
V i r o l .  7 6 : 1 8 6 .
K e n n e d y - S t o s k o p f ,  S .  and N a r a y a n ,  0 .  1 9 8 6 .  N e u t r a l i s i n g
a n t i b o d i e s  t o  v i s n a  l e n t i v i r u s i  m e c h a n i s m  o f  a c t i o n  an d 
p o s s i b l e  r o l e  i n  v i r u s  p e r s i s t e n c e .  J .  V i r o l .  5 9 : 3 7 .
K i d a ,  H .  , Y o d e n ,  S .  , K u w a b a r a ,  Cl. an d Y a n a g a w a ,  R .  1 9 8 5 .
I n t e r f e r e n c e  w i t h  a  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e  i n  t h e  H A  m o l e c u l e  
o f  i n f l u e n z a  v i r u s  b y  a n t i b o d i e s  a s  a  p o s s i b l e  n e u t r a l i s a t i o n  
m e c h a n i s m .  V a c c i n e  3 s u p p l . : 2 2 2 .
K i l b o u r n e ,  E . D . ,  L a v e r ,  W . G .  , S c h u l m a n ,  J . L . ,  a n d  W e b s t e r ,  R . G .  
1 9 6 8 .  A n t i v i r a l  a c t i v i t y  o f  a n t i s e r u m  s p e c i f i c  f o r  a n  
i n f l u e n z a  v i r u s  n e u r a m i n i d a s e .  J .  V i r o l .  2 : 2 8 1 .
K i n g s b u r y ,  D . W .  a n d  W e b s t e r ,  R . G .  1 9 6 9 .  Some p r o p e r t i e s  o f  
i n f l u e n z a  v i r u s  n u c l e o c a p s i d s .  J .  V i r o l .  4 : 2 1 9 .
K i n g s b u r y ,  D . W .  1 9 8 5 .  O r h t o m y x o -  an d P a r a m y x o v i r u s e s  a n d  t h e i r  
r e p l i c a t i o n .  I n  ' V i r o l o g y  F i e l d s ,  B . N .  E d .  i n  C h i e f .  P u b  1. 
R a v e n  P r e s s ,  New Y o r k ,  p . 1 1 3 7 .
K i n g s f o r d , L .  a n d  I s h i z a w a ,  L . D .  1 9 8 4 .  A n t i g e n i c  s i t e s  o n  t h e  G1 
g l y c o p r o t e i n  o f  L a  C r o s s e  v i r u s  t h a t  a r e  i n v o l v e d  i n  
n e u t r a l i s a t i o n .  I n ' S e g m e n t e d  M a g s t l v e  S t r a n d  V i r u s e s ' .
C o m p a n s ,  R . W . L .  an d B i s h o p ,  D . H . L .  e d s .  Pub  1 .  A c a d e m i c  P r e s s ,  
New Y o r k  p . 2 1 7 .
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P h o s p h o p e p  t  i d e  f i n g e r p r i n t *  o f  N P s  o f  v a r i o u s  i n f l u e n z a  A 
v i r u *  s t r a i n s  g r o w n  i n  d i f f e r e n t  h o s t  c e l l s .  J .  G e n .  V i r o l .  
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K j e l l e n ,  L . ,  a n d  S c h l e s i n g e r ,  R . w .  1 9 5 9 .  I n f l u e n c e  o f  h o s t  c e l l  
o n  r e s i d u a l  i n f e c t i v i t y  o f  n e u t r a l i s e d  v e s i c u l a r  s t o m a t i t i s  
v i r u s .  V i r o l .  7 : 2 3 6 .
K j e l l e n ,  L . ,  a n d  v o n  Z e i p e l , G .  1 9 8 4 .  I n f l u e n c e  o f  h o s t  c e l l s  on  
t h e  i n f e c t i v i t y  an d n e u t r a  1 i s a b 1 1 i t y  o f  e c h o v i r u s  t y p e  4 
( P e s a s c e k ) .  I n t e r v i r o i .  2 2 : 3 2 .
K l e n k , M . - D . , G a r t e n ,  W . ,  B o s c h ,  F . X .  a n d  P o t t ,  R .  1 9 8 4 .  T h e  r o l e  
o f  t h e  HA a s  a d e t e r m i n a n t  f o r  t h e  p a t h o g e n i c i t y  o f  a v i a n  
i n f l u e n z a  v i r u s e s .  I n  T h e  m o l e c u l a r  v i r o l o g y  a n d  
e p i d e m i o l o g y  o f  i n f l u e n z a  E d s .  S t u a r t - H a r r i s ,  C . H .  and 
P o t t e r ,  C . W .  P u b l .  A c a d e m i c  P r e s s ,  O r l a n d o ,  F l o r i d a  and 
L o n d o n ,  p . 1 9 3 .
K l e n k ,  H . - D . ,  S c h o l t i s s e k ,  C .  a n d  R o t t ,  R .  1 9 7 2 .  I n h i b i t i o n  o f
g l y c o p r o t e i n  b i o s y n t h e s i s  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  b y  D - g l u c o s a m i n e  
a n d  2 - d e o x y - D - g l u c o s e .  V i r o l .  4 9 : 7 2 3 .
K l e n k ,  H— D . ,  C o m p a n s ,  R . W .  a n d  C h o p p i n ,  P . W .  1 9 7 0 .  An
e l e c t r o n m i c r o s c o p i c  s t u d y  o f  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  
n e u r a m i n i c  a c i d  i n  e n v e l o p e d  v i r u s e s .  V i r o l .  4 3 : 1 1 5 8 .
K l e n k ,  H - D . , W o l l e r t . W . ,  R o t t , R .  a n d  S c h o l t i s s e k ,  C . 1 9 7 4 .
A s s o c i a t i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  p r o t e i n s w i t h  c y t o p l a s m i c
f r a c  t  i o n s .  V i r o l . 5 7 : 2 8 .
K l e n k ,  H - D . , R o t t ,  R. O r  1 i c h ,  M. a n d  B l o d o r n ,  J .  1 9 7 5 . A c t i v a t i o n
o f  i n f l u e n z a  A v i r u s e s  b y  t r y p s i n  t r e a t m e n t .  V i r o l .  6 8 : 4 2 6 .
K l i m o v ,  A . I . ,  G h e n d o n ,  Y . ,  Z a u d o v a ,  M . ,  B r o u c e k ,  J .  a n d  M e d v e d a ,
T .  1 9 8 3 .  H i g h  r e p r o d u c t i o n  c a p a c i t y  o f  r e c o m b i n a n t s  b e t w e e n  
H 3 N 2  human i n f l u e n z a  a n d  f o w l  p l a g u e  v i r u s  i s  d u e  t o  t h e  g e n e  
c o d i n g  f o r  M p r o t e i n s .  A c t a  V i r o l .  2 7 : 4 3 4 .
K n o s s o w ,  M . ,  D a n i e l s ,  R . S .  D o u g l a s ,  A . R .  S k e h e l ,  J . J .  a n d  W i l e y ,  
D . C .  1 9 8 4 .  T h r e e  d i m e n s i o n a l  s t r u c t u r e  o f  an a n t i g e n i c  m u t a n t  
o f  t h e  i n f l u e n z a  v i r u s  h a e m a g g l u t i n  i n .  N a t u r e  ( L o n d . )
3 1 1 : 6 7 8 .
K o f f , W . C .  a n d  K n i g h t ,  V .  1 9 7 9 .  I n h i b i t i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  
u n c o a t i n g  b y  r i m a n t a d i n e  h y d r o c h l o r i d e .  J .  V i r o l .  3 1 : 2 6 1 .
K o r n ,  R .  a n d  H o r w i t z ,  M . S .  1 9 8 6 .  A d e n o v i r u s  DNA s y n t h e s i s  i n  
v i  t r o  i s  i n h i b i t e d  b y  t h e  v i r u s - c o d e d  m a j o r  c o r e  p r o t e i n .  
V i r o l .  1 5 0 : 3 4 2 .
K o z e l e t s k a y a ,  K . N . ,  V u k h n o v a ,  L . G .  a n d  G o l u b e v ,  D .  B .  1 9 8 4 .  
C h a r a c t e r i s a t l o n  o f  t h e  e f f e c t  o f  r i m a n t a d i n e  o n  
i n t r a c e l l u l a r  d i s t r i b u t i o n  a n d  t r a n s p o r t  i n t o  t h e  n u c l e i  o f  
i n f e c t e d  c e l l s  o f  t h e  p a r e n t  i n f l u e n z a  v i r u s  g e n o m e .  A c t a  
V i r o l .  2 8 : 4 6 4 .
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K r u g  ,  R . M . ,  B o u l o y ,  M.  a n d  P l o t c h ,  S . J .  1 9 8 0 .  RNA p r i m e r s  an d
t h e  r o l e  o f  h o s t  n u c l e a r  R N A  p o l y m e r a s e  I I  i n  i n f l u e n z a  v i r a l  
R N A  t r a n s c r  i p t i o n .  P h i l .  T r a n s .  R .  S o c . L o n d .  B .  2 8 8 : 3 5 9 .
K r u g ,  R . M . , B r o n i , B . A . ,  a n d  B o u l o y ,  M.  1 9 7 9 .  A r e  t h e  5 '  e n d s  o f  
i n f l u e n z a  v i r a l  mRNAs s y n t h e s i z e d  i n  v i v o  d o n a t e d  b y  h o s t  
mRNAs7 C e l l  1 8 : 3 2 9 .
K r u g ,  R . M .  a n d  E t k i n d ,  P . R .  1 9 7 3 .  C y t o p l a s m i c  a n d  n u c l e a r
v i r u s - s p e c i f i c  p r o t e i n s  i n  i n f l u e n z a  v i r u s - i n f e c t e d  MDCK 
c e l l s .  V i r o l .  5 6 : 3 3 4 .
K r u g ,  R . M . ,  M o r g a n ,  M .M .  a n d  S h a t k i n ,  A . J .  1 9 7 6 .  I n f l u e n z a  v i r a l  
mRNA c o n t a i n s  i n t e r n a l  N**—m e t h y l  a d e n o s i n e  a n d  5 "  t e r m i n a l  
7 —m e t h y  1g u a n o s i n e  i n  c a p  s t r u c t u r e s .  J .  V i r o l .  2 0 : 4 5 .
K r u g ,  R . M .  a n d  S o i e r o ,  R.  1 9 7 5 .  S t u d i e s  on  t h e  i n t r a c e l l u l a r  
l o c a l i s a t i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s - s p e c i f i c  p r o t e i n s .  V i r o l .  
6 4 : 3 7 8 .
K r u g ,  R . M . ,  U e d a ,  M.  a n d  P a l e s e ,  P .  1 9 7 5 .  T e m p e r a t u r e - s e n s i t i v e  
m u t a n t s  o f  i n f l u e n z a  WSN v i r u s  d e f e c t i v e  i n  v i r u s - s p e c i f i c  
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M a n i a t i s ,  T .  , F r i t s c h ,  E . F . ,  a n d  S a m b r o o k ,  J .  1 9 8 2 .  M o l e c u l a r  
c l o n i n g .  A l a b o r a t o r y  m a n u a l .  P u b l .  C o l d  S p r i n g  H a r b o r  
L a b o r a t o r y ,  N ew  Y o r k .
M a r k ,  G . M . ,  T a y l o r ,  J . M . ,  B r o n i ,  B .  a n d  K r u g ,  R . M .  1 9 7 9 .  N u c l e a r  
a c c u m u l a t i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r a l  RNA t r a n s c r i p t s  an d t h e  
e f f e c t s  o f  e y e l o h e x i m i d e , a c t i n o m y c i n  D a n d  a l p h a - a m a n i t i n .
J .  V i r o l .  2 9 : 7 4 4 .
M a r s h ,  M.  ,  B o l z a u ,  E .  a n d  H e l e n i u s ,  A .  1 9 8 3 .  P e n e t r a t i o n  o f
S e m l i k i  F o r e s t  v i r u s  f r o m  a c i d  p r e l y s o s o m a l  v a c u o l e s .  C e l l .  
3 2 : 9 3 1 .
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M a r s h ,  M. 1 9 8 3 .  E n t r y  o f  e n v e l o p e d  v i r u s e s  i n t o  c e l l s  by  
e n d o c y t o s i s .  B i o c h e m .  J .  2 1 0 : 1 .
M a r s h ,  M. , G r i f f i t h s ,  G .  , D e a n ,  G . E . ,  M e l l m a n ,  I .  and H e l e n i u s ,  
A .  1 9 8 6 .  T h r e e - d i m e n s i o n a l  s t r u c t u r e  o f  e n d o s o m e s  i n  B H K - 2 1  
c e l l s .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i  .  , US A 8 3 : 2 8 9 9 .
M a s s a b , H . F .  an d D e B o r d e ,  D . C .  1 9 8 3 .  C h a r a c t e r i s a t  i o n  o f  an 
i n f l u e n z a  A h o s t  r a n g e  m u t a n t .  V i r o l .  1 3 0 : 3 4 2 .
M a s s e y ,  R . J .  an d S c h o c h e t m a n ,  G .  1 9 8 1 .  V i r a l  e p i t o p e s  and
m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s :  I s o l a t i o n  o f  b l o c k i n g  a n t i b o d i e s  t h a t  
i n h i b i t  v i r a l  n e u t r a l i s a t i o n .  S c i e n c e  2 1 3 : 4 4 7 .
M a r k ,  G . E . ,  T a y l o r ,  J . M . ,  B r o n i  ,  B .  an d K r u g ,  R . M .  19 79 .  N u c l e a r  
a c c u m u l a t i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r a l  RNA t r a n s c r i p t s  an d t h e  
e f f e c t s  o f  e y e l o h e x i m i d e ,  A c t i n o m y c i n  D a n d  « - a m a n i t i n .  J .  
V i r o l .  2 9 : 7 4 4 .
M a t l i n ,  K . S . ,  R e g g i o ,  H .  ,  H e l e n i u s ,  A .  and S i m o n s ,  K .  1 9 8 1 .
I n f e c t i o u s  p a t h w a y  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  i n  a  c a n i n e  k i d n e y  c e l l  
l i n e .  J .  C e l l  B i o l .  9 3 : 6 0 1 .
M c C a u l e y ,  J .  a n d  M a h y ,  B . U . J .  1 9 8 3 .  S t r u c t u r e  a n d  f u n c t i o n  o f  t h e  
i n f l u e n z a  v i r u s  g e n om e .  B i o c h e m .  J .  2 1 1 : 2 8 1 .
M c C a u l e y ,  J . W .  , M a h y ,  B . W . J .  a n d  I n g l i s ,  S . C .  1 9 8 2 .  N u c l e o t i d e  
s e q u e n c e  o f  FP V  RNA s e g m e n t  7 .  J .  G en .  V i r o l .  5 8 : 2 1 1 .
M c C a u l e y ,  J . ,  S k e h e l ,  J . ,  E l d e r ,  K .  ,  G e t h i n g ,  M . - J . ,  S m i t h ,  A .  
a n d  W a t e r f i e l d ,  M. 1 9 8 0 .  H A  b i o s y n t h e s i s .  I n  S t r u c t u r e  a n d  
v a r i a t i o n  i n  i n f l u e n z a  v i r u s e s ’ . L a v e r ,  G .  a n d  A i r ,  G .  e d s .  
P u b l .  E l s e v i e r  N o r t h  H o l l a n d ,  New Y o r k .  p . 9 7 .
M c C r a e ,  M.  A .  1 9 85 .  D o u b l e - s t r a n d e d  RNA v i r u s e s .  I n  ' V i r o l o g y ,  a
p r a c t i c a l  a p p r o a c h ' .  M a h y ,  B . W . J .  e d .  P u b l .  I R L  P r e s s ,  O x f o r d  
a n d  W a s h i n g t o n ,  p . 1 5 1 .
M c G e o c h ,  D . J .  a n d  K i t r o n ,  N .  1 9 7 5 .  i n f l u e n z a  v i r i o n  R N A - d e p e n d e n t  
RNA p o l y m e r a s e :  S t i m u l a t i o n  b y  g u a n o s i n e  a n d  r e l a t e d  
c o m p o u n d s .  J .  V i r o l .  1 5 : 6 8 6 .
M e i e r - E w e r t ,  H .  an d C o m p a n s ,  R . W .  1 9 7 4 .  T i m e  c o u r s e  o f  s y n t h e s i s  
a n d  a s s e m b l y  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  p r o t e i n s .  J .  V i r o l .  1 4 : 1 0 8 3 .
M e r t e n s ,  P . C .  1 9 7 9 .  P h . D .  t h e s i s .  U n i v e r s i t y  o f  O x f o r d .
M e t z g e r ,  H .  1 9 7 0 .  S t r u c t u r e  a n d  f u n c t i o n  o f  gamma M 
m a c r o g l o b u l i n s .  A d v .  I m m u n o l .  1 2 : 5 7 .
M i k h e y e v a ,  A . V .  a n d  G h e n d o n ,  Y . Z .  1 9 8 3 .  In . v i  t r o  I n h i b i t i o n  o f  
n e g a t i v e  s t r a n d  v i r u s  t r a n s c r i p t a s e  a c t i v i t y  b y  p r o t e i n s  
s o l u b l e  i n  a c i d i c  c h l o r o f  o r  m - m e t h a n o l . J .  G e n .  V i r o l .  6 4 : 3 0 5 .
M i m s ,  C . A .  a n d  W h i t e ,  D . 0 .  1 9 8 4 .  V i r a l  P a t h o g e n e s i s  an d 
I m m u n o l o g y . ’ P u b l .  B l a c k w e l l .  L o n d o n .
M i n o r ,  P . D .  a n d  D i m m o c k ,  N . J .  1 9 7 5 .  I n h i b i t i o n  o f  s y n t h e s i s  o f  
i n f l u e n z a  v i r u s  p r o t e i n s :  E v i d e n c e  f o r  t w o  h o s t - c e l l  
d e p e n d e n t  e v e n t s  d u r i n g  m u l t i p l i c a t i o n .  V i r o l .  6 7 : 1 1 4 .
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M i n o r ,  P . D .  a n d  D i m m o c k ,  N . J .  1 9 7 7 .  S e l e c t i v e  i n h i b i t i o n  o f  
i n f l u e n z a  v i r u s  p r o t e i n  s y n t h e s i s  b y  i n h i b i t o r s  o f  DNA 
f u n c t i o n .  V i r o l .  7 8 : 3 9 3 .
M i t c h e l l ,  D . M . ,  M c M i c h a e l ,  A . J .  an d L a m b ,  J . R .  1 9 0 5 .  T h e  
i m m u n o l o g y  o f  i n f l u e n z a .  B r i t .  Med .  B u l l .  4 1 : 8 0 .
M l u r a ,  K .  ,  F u j i i ,  I . ,  S a k a k i ,  T . ,  F u k e ,  M. a n d  K a w a s e ,  5 .  19 66 .
D o u b l e - s t r a n d e d  RNA f r o m  CPV o f  s i l k w o r m .  J .  V i r o l .  2 : 1 2 1 1 .
M o h i e r ,  E . , P i n c k ,  L .  an d H i r t h ,  L .  1 9 7 4 .  R e p l i c a t i o n  o f  a l f a l f a  
m o s a i c  v i r u s  R N A s .  V i r o l .  5 8 : 9 .
M ol  1 e r ,  N . P . H .  1 9 7 9 .  F c  m e d i a t e d  immune p r e c i p i t a t i o n .  I .  A new 
r o l e  o f  t h e  F c  - p o r t i o n  o f  I g G .  I m m u n o l o g y  3 8 : 6 3 1 .
M ol  1 e r ,  N . P . H .  a n d  S t e e n s g a a r d ,  J .  1 9 7 9 .  F c - m e d i a t e d
i m m u n o p r é c i p i t a t i o n .  I I .  A n a l y s i s  o f  p r e c i p i t a t i n g  i m m une  
c o m p l e x e s  b y  r a t e - z o n a l  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n .  I m m u n o l o g y  
3 8 : 6 4 1 .
M o r o n g i e l l o ,  M . P .  an d D a l e s ,  S .  1 9 7 7 .  C h a r a c t e r i s a t i o n  o f
c y t o p l a s m i c  i n c l u s i o n s  f o r m e d  d u r i n g  i n f l u e n z a /  WSN v i r u s  
i n f e c t i o n  o f  C E F  c e l l s .  I n t e r v i r o l o g y  8 : 2 8 1 .
M o r s e r , M . J . ,  K e n n e d y ,  S . I . T . ,  a n d  D . C .  B u r k e .  1 9 7 3 .
V i r u s - s p e c i f i e d  p o l y p e p t i d e s  i n  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  S e m l i k i  
F o r e s t  v i r u s .  J .  G e n .  V i r o l .  2 1 : 1 9 .
M u r p h y ,  B . R .  a n d  W e b s t e r ,  R . G .  1 9 8 5 .  I n f l u e n z a  v i r u s e s .  I n
V i r o l o g y " .  F i e l d s ,  B . N .  E d .  i n  C h i e f .  P u b l .  R a v e n  P r e s s ,  New 
Y o r k .  p .  1 1 7 9 .
M u r t i ,  K . G . ,  B e a n ,  W . J .  J r . ,  a n d  W e b s t e r ,  R . G .  1 9 8 0 .  H e l i c a l  
r  i b o n u c l e o p r o t e i n s  o f  i n f l u e n z a  v i r u s .  An e l e c t r o n  
m i c r o s c o p i c  a n a l y s i s .  V i r o l .  1 0 4 : 2 2 4 .
M u r t i ,  K . G .  a n d  W e b s t e r ,  R . G .  1 9 8 6 .  D i s t r i b u t i o n  o f
h a e m a g g l u t i n i n  an d n e u r a m i n i d a s e  on  i n f l u e n z a  v i r i o n s  a s  
r e v e a l e d  b y  i m m u n o e l e c t r o n  m i c r o s c o p y .  V i r o l .  1 4 9 : 3 6 .
N a e v e ,  C . W .  ,  H i n s h a w ,  V . S .  ,  W e b s t e r ,  R . G .  1 9 8 4 .  M u t a t i o n s  i n  t h e  
HA r e c e p t o r  b i n d i n g  s i t e  c a n  c h a n g e  t h e  b i o l o g i c a l  p r o p e r t i e s  
o f  a n  i n f l u e n z a  v i r u s .  J .  V i r o l .  5 1 : 5 6 7 .
N a t a l i ,  A . ,  O x f o r d ,  J . S .  a n d  S c h l l d ,  G . C .  1 9 8 1 .  F r e q u e n c y  o f  
n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  a n t i b o d y  t o  i n f l u e n z a  v i r u s  a n t i g e n i c  
v a r i a n t s  s e l e c t e d  i_n^  v  i  t r o  w i t h  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y .  J .  H y g .  
C a m b .  8 7 : 1 8 5 .
N e r m u t ,  M . V .  a n d  F r a n k ,  H .  1 9 7 1 .  F i n e  s t r u c t u r e  o f  i n f l u e n z a  A a 
( S i n g a p o r e )  a s  r e v e a l e d  b y  n e g a t i v e  s t a i n i n g ,  f r e e z e  d r y i n g  
a n d  f r e e z e  e t c h i n g .  J .  G e n .  V i r o l .  1 0 : 3 7 .
N e s t o r o w i c z ,  A . ,  L a v e r ,  G .  a n d  J a c k s o n ,  D . C .  1 9 8 5 .  A n t i g e n i c  
d e t e r m i n a n t s  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  h a e m a g g l u t i n  i n .  X .  A  
c o m p a r i s o n  o f  t h e  p h y s i c a l  a n d  a n t i g e n i c  p r o p e r t i e s  o f  
m o n o m e r i c  a n d  t r i m e r i c  f o r m s .  J .  G e n .  V i r o l .  6 6 : 1 6 8 7 .
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N g u y e n ,  T . D . ,  B o t t r e a u ,  E . ,  B e r n a r d ,  S . , L a n t i e r ,  I .  an d A y n a u d ,  
J . M .  1 9 9 6 .  N e u t r a l i s i n g  s e c r e t o r y  I g A  an d I g G  do  n o t  i n h i b i t  
a t t a c h m e n t  o f  t r a n s m i s s i b l e  g a s t r o e n t e r i t i s  v i r u s .  J .  G e n .  
V i r o l .  6 7 : 9 3 9 .
N i s o n o f f ,  A . ,  H o p p e r ,  J . E .  a n d  S p r i n g ,  S . B .  1 9 7 5 .  T h e  a n t i b o d y  
m o l e c u l e .  A c a d e m i c  P r e s s ,  New Y o r k .
N i s o n o f f ,  A .  a n d  P r e s s m a n ,  D .  1 9 5 0 .  L o s s  o f  p r e c i p i t a t i n g
a c t i v i t y  o f  a n t i b o d y  w i t h o u t  d e s t r u c t i o n  o f  b i n d i n g  s i t e s .  
S c i e n c e  1 2 8 : 6 5 9 .
0 1 ,  V . T . ,  V u o n g ,  T . M . ,  H a r d y ,  R . ,  R e i d l e r ,  J . ,  D a n g l ,  J .  ,
H e r z e n b e r g ,  L . A .  an d S t r y e r , L .  1 9 8 4 .  C o r r e l a t i o n  b e t w e e n  
s e g m e n t a l  f l e x i b i l i t y  a n d  e f f e c t o r  f u n c t i o n s  o f  a n t i b o d i e s .  
N a t u r e  ( L o r n ) . ) 3 0 7 : 1 3 6 .
O r t i n ,  J . ,  M a r t i n e z ,  C . ,  d e l  R i o ,  L .  ,  D a v i l a ,  M . ,  L o p e z - G a l i n d e x , 
C . ,  V i l a n d e v a ,  N .  a n d  D o m i n g o ,  E .  1 9 8 3 .  E v o l u t i o n  o f  t h e  
n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  RNA s e g m e n t  7  d u r i n g  
d r i f t  o f  t h e  H3 N2  s u b t y p e .  G e n e  2 3 : 2 3 3 .
P a l ,  R . ,  G r i n n e l l ,  B . W .  , S w y d e r , R . M .  an d W a g n e r ,  R . R .  1 9 8 5 .
R e g u l a t i o n  o f  v i r a l  t r a n s c r i p t i o n  b y  t h e  m a t r i x  p r o t e i n  o f  
VS V  p r o b e d  b y  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  a n d  t . s .  m u t a n t s .  J .  V i r o l .  
5 6 : 3 8 6 .
P a l e s e ,  P .  a n d  S c h u l m a n ,  J . L .  1 9 7 4 .  I s o l a t i o n  a n d
c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  r e c o m b i n a n t s  w i t h  h i g h  
a n d  l o w  n e u r a m i n i d a s e  a c t i v i t y .  U s e  o f
2 - ( 3 ' - m e t h o x y p h e n y 1 ) - N - a c e t y l n e u r a m i n i c  a c i d  t o  i n d e n t i f y  
c l o n e d  p o p u l a t i o n s .  V i r o l .  5 7 : 2 2 7 .
P a l e s e ,  P . ,  T o b i t a ,  K . , U e d a ,  M.  a n d  C o m p a n s ,  R . W .  19 74 .
C h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t e m p e r a t u r e  s e n s i t i v e  i n f l u e n z a  v i r u s  
m u t a n t s  d e f e c t i v e  i n  n e u r a m i n i d a s e .  V i r o l .  6 1 : 3 9 7 .
P a l e s e ,  P . ,  R i t c h e y ,  M . B .  a n d  S c h u l m a n ,  J . L .  1 9 7 7 .  P I  a n d  P3
p r o t e i n s  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  a r e  r e q u i r e d  f o r  c o m p l e m e n t a r y  
RNA s y n t h e s i s .  J .  V i r o l .  2 1 : 1 1 8 7 .
P a t t e r s o n ,  S .  a n d  O x f o r d ,  J . S .  1 9 8 6 .  E a r l y  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  
a n i m a l  v i r u s e s  an d t h e  h o s t  c e l l :  r e l e v a n c e  t o  v i r a l  
v a c c i n e s .  V a c c i n e  4 : 7 9 .
P a t t e r s o n ,  S . ,  O x f o r d ,  J . S .  a n d  D o u r m a s h k l n ,  R . R .  1 9 7 9 .  S t u d i e s
on  t h e  m e c h a n i s m  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  e n t r y  i n t o  c e l l s .  J .  G e n .  
V i r o l .  4 3 : 2 2 3 .
P a t t n a i k ,  A . K . ,  B r o w n ,  D . J .  a n d  N a y a k ,  D . P .  1 9 8 6 .  F o r m a t i o n  o f  
i n f l u e n z a  v i r u s  p a r t i c l e s  l a c k i n g  HA on  t h e  v i r a l  e n v e l o p e .
J .  V i r o l .  6 0 : 9 9 4 .
P a u l s o n ,  J . C . ,  S a d l e r ,  J . E .  a n d  H i l l ,  R . L .  1 9 7 9 .  R e s t o r a t i o n  o f  
s p e c i f i c  m y x o v i r u s  r e c e p t o r s  t o  a s i a l o e r y t h r o c y t e s  b y  
i n c o r p o r a t i o n  o f  s i a l i c  a c i d  w i t h  p u r e  s i a l o t r a n s f e r a s e s .  J .  
B i o l .  C h e m .  2 5 4 : 2 1 2 0 .
P a y n e ,  C . C .  a n d  M e r t e n s ,  P . C .  1 9 8 3 .  C y t o p l a s m i c  p o l y h e d r o s i s
v i r u s e s .  I n  T h e  r e o v x r i d a e ’ . J o k l i k ,  W . K .  e d .  P u b l .  P l e n u m
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P r e s s ,  New Y o r k  a n d  L o n d o n ,  p . 4 2 5 .
P e c h t ,  I . ,  G i v o l ,  D .  an d S e l a ,  M. 1 9 7 2 .  D y n a m i c s  o f
h a p t e n - a n t i b o d y  i n t e r a c t i o n .  S t u d i e s  on a  m ye lo m a  p r o t e i n  
w i t h  a n t i  - 2 , 4 - D i n i t r o p h e n y 1 s p e c i f i c i t y .  J .  M o l .  B i o l .
6 8  s 2 4  1.
P e d l e y ,  C . B .  an d C o o p e r ,  R . J .  1 9 8 7 .  T h e  a s s a y ,  p u r i f i c a t i o n  and 
p r o p e r t i e s  o f  v a c c i n i n a  v i r u s - i n d u c e d  u n c o a t i n g  p r o t e i n .  J .  
G e n .  V i r o l .  6 8 : 1 0 2 1 .
P e i r i s ,  J . S . M . , P o r t e r f i e l d ,  J . S .  a n d  R o e h r i g ,  J . T .  1 9 3 2 .
M o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  a g a i n s t  t h e  f l a v i v i r u s  W e st  N i l e .  J .  
G e n .  V i r o l .  5 8 : 2 8 3 .
P e n n ,  C . R . , B l a a s ,  D . , K u e c h l e r ,  E .  a n d  M a h y ,  B . W . J .  1 9 8 2 .
I d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  c a p  b i n d i n g  p r o t e i n  o f  tw o  s t r a i n s  o f  
I n f l u e n z a  A / F P V .  J .  G e n .  V i r o l .  6 2 : 1 7 7 .
P e n n ,  C . R .  a n d  M a h y ,  B . W . J .  1 9 8 4 .  C a p p e d  mRNAs may s t i m u l a t e  t h e  
i n f l u e n z a  v i r i o n  p o l y m e r a s e  b y  a l l o s t e r i c  m o d u l a t i o n .  V i r u s  
R e s .  1 : 1 .
P e t e r s o n ,  O . W .  a n d  v a n  D e u r s ,  B .  1 9 8 3 .  S e r i a  1- s e c t i o n  a n a l y s i s  o f  
c o a t e d  p i t s  a n d  v e s i c l e s  i n v o l v e d  i n  a d s o r p t i v e  p i n o c y t o s i s  
i n  c u l t u r e d  f i b r o b l a s t s .  J .  C e l l  B i o l .  9 6 : 2 7 7 .
P e t r i ,  T .  a n d  D i m m o c k ,  N . J .  1 9 8 1 .  P h o s p h o r y l a t i o n  o f  i n f l u e n z a  
v i r u s  n u c l e o p r o t e i n  i n v i v o . j .  G e n .  V i r o l .  5 7 : 1 8 5 .
P e t r i ,  T . ,  P a t t e r s o n ,  S .  a n d  D i m m o c k ,  N . J .  1 9 8 2 .  P o l y m o r p h i s m  o f  
t h e  N S 1 p r o t e i n s  o f  t y p e  A i n f l u e n z a  v i r u s .  J .  G e n .  V i r o l .
6 1 : 2 1 7 .
P h i l l i p s o n ,  L .  1 9 6 6 .  I n t e r a c t i o n  b e t w e e n  p o l i o v i r u s  a n d
i m m u n o g l o b u l i n s .  I I .  B a s i c  a s p e c t s  o f  a v i r u s - a n t i b o d y  
i n t e r a c t i o n .  V i r o l .  2 8 : 3 5 .
P l o t c h ,  S . J .  a n d  K r u g ,  R . M .  1 9 7 7 .  I n f l u e n z a  v i r i o n  t r a n s c r i p t a s e :  
S y n t h e s i s  i n  v  j t r o  o f  l a r g e ,  p o l y a d e n y l i c  a c i d  c o n t a i n i n g  
c o m p l e m e n t a r y  RN A.  J .  V i r o l .  2 1 : 2 4 .
P l o t c h ,  S . J .  an d K r u g ,  R . M .  1 9 7 8 .  S e g m e n t s  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  
c o m p l e m e n t a r y  RNA s y n t h e s i z e d  i r»  v i t r o .  J .  V i r o l .  2 5 : 5 7 9 .
P l o t c h ,  S . J . ,  T a m a s z , J .  a n d  K r u g ,  R . M .  1 9 7 8 .  A b s e n c e  o f
d e t e c t a b l e  c a p p i n g  a n d  m e t h y l a t i n g  e n z y m e s  i n  i n f l u e n z a  
v i r i o n s .  J .  V i r o l .  2 8 : 7 5 .
P l o t c h ,  S . J . ,  B o u l o y ,  M . ,  U l m a n e n ,  I .  a n d  K r u g ,  R . M .  1 9 8 1 .  A 
u n i q u e  c a p  <m7 G p p p X m ) - d e p e n d e n t  i n f l u e n z a  v i r i o n  
e n d o n u c l e a s e  c l e a v e s  c a p p e d  mRNAs t o  g e n e r a t e  t h e  p r i m e r s  
t h a t  I n i t i a t e  v i r a l  mRNA t r a n s c r l p t i o n . C e l l  2 3 : 8 4 7 .
P o n s ,  M .W .  1 9 7 2 .  S t u d i e s  on  t h e  r e p l i c a t i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  
RN A.  V i r o l .  4 7 : 8 2 3 .
P o n s ,  M . W . ,  S c h u l z e ,  I . T .  a n d  H i r s t ,  G . K .  1 9 6 9 .  I s o l a t i o n  an d
c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t h e  r i b o n u c l e o p r o t e i n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s .  
V i r o l .  3 9 : 2 5 0 .
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P o r t e r ,  R . R .  1 9 5 9 .  T h e  h y d r o l y s i s  o f  r a b b i t  8 - g l o b u l i n  and 
a n t i b o d i e s  w i t h  c r y s t a l l i n e  p a p a i n .  B i o c h e m .  J .  7 3 : 1 1 9 .
P o s s e e ,  R . D .  1 9 0 1 .  T h e  m e c h a n is m  o f  t h e  n e u t r a l i s a t i o n  o f
i n f l u e n z a  v i r u s  b y  a n t i b o d y .  P h . D  t h e s i s .  U n i v e r s i t y  o f  
W a r w i c k .
P o s s e e ,  R . D .  an d D i m m o c k ,  N . J .  1 9 0 1 .  N e u t r a l i s a t i o n  o f  i n f l u e n z a  
v i r u s  b y  a n t i b o d y :  A t t a c h m e n t ,  u p t a k e  a n d  u n c o a t i n g  o f  
n e u t r a l i s e d  v i r u s  i n  c h i c k  e m b r y o  c e l l s .  I n  ' G e n e t i c  
V a r i a t i o n  Among I n f l u e n z a  V i r u s e s '  I C N - U C L A  S y m p o s i u m  X X I .  
N a ya k  D . P .  a n d  P o x ,  C . F .  e d s .  P u b l .  A c a d e m i c  P r e s s ,  L o n d o n ,  
p . 4 7 3 .
P o s s e e ,  R . D . ,  S c h i l d ,  G . C .  a n d  D i m m o c k ,  N . J .  1 9 0 2 .  S t u d i e s  on  t h e  
m e c h a n i s m  o f  n e u t r a l i s a t i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  b y  a n t i b o d y :  
E v i d e n c e  t h a t  n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y  ( a n t i - H A )  i n a c t i v a t e s  i n  
i n f l u e n z a  v i r u s  i n  v i v o  b y  i n h i b i t i n g  v i r i o n  t r a n s c r l p t a s e  
a c t i v i t y .  J .  G e n .  V i r o l .  5 0 : 3 7 3 .
P o s t e ,  G .  a n d  P a s t e r n a k , C . A .  1 9 7 0 .  V i r u s  i n d u c e d  f u s i o n . I n
C e l l  S u r f a c e  R e v i e w s .  V o l . S .  P o s t e ,  G .  a n d  N i c h o l s o n ,  G . L .  
e d s .  P u b l .  N o r t h  H o l l a n d  P u b l i s h i n g  C o . ,  A m s t e r d a m ,  p . 3 0 5 .
P o t t e r ,  C . W .  an d O x f o r d ,  J . S .  1 9 7 9 .  D e t e r m i n a n t s  o f  i m m u n i t y  t o  
i n f l u e n z a  i n f e c t i o n  i n  man.  S r i t .  Med.  G u l l .  3 5 : 6 9 .
P r i v a l s k v ,  M . L .  a n d  P e n h o e t ,  E . E .  1 9 7 7 .  P h o s p h o r y l a t e d  p r o t e i n  
c o m p o n e n t  p r e s e n t  i n  i n f l u e n z a  v i r i o n s .  J .  V i r o l .  2 4 : 4 0 1 .
P r i v a l s k y ,  M . L .  a n d  P e n h o e t ,  E . E .  1 9 7 0 .  I n f l u e n z a  v i r u s  p r o t e i n s :  
I d e n t i t y ,  s y n t h e s i s  an d m o d i f i c a t i o n  a n a l y s e d  b y 
t w o - d i m e n s i o n a l  e 1e c t r o p h o r e s l s .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i . , U S A  
7 5 : 3 6 2 5 .
P u t n a m ,  F . W . ,  T a n ,  M . ,  L y n n ,  L . T . ,  E a s l e y ,  C . W .  a n d  M i g i t a ,  S .
1 9 6 2 .  T h e  c l e a v a g e  o f  r a b b i t  B - g l o b u l i n  b y  p a p a i n .  J .  S i o l .  
Chem.  2 3 7 : 7 1 7 .
R a c i a n e l l o ,  V . R .  a n d  P a l e s e ,  P .  1 9 7 9 .  I s o l a t i o n  o f  i n f l u e n z a  C 
v i r u s  r e c o m b i n a n t s .  J .  V i r o l .  3 2 : 1 0 0 6 .
Re e s  P . J .  a n d  N . J .  D i m m o c k .  1 9 8 1 .  E l e c t r o p h o r e t i c  s e p a r a t i o n  o f  
i n f l u e n z a  v i r u s  r i b o n u c l e o p r o t e i n s .  J .  G e n .  V i r o l .  5 3 : 1 2 5 .
R e g i n s t e r ,  M.  an d N e r m u t ,  M . V .  1 9 7 6 .  P r e p a r a t i o n  an d
c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  c o r e s .  J .  G e n .  V i r o l .  
1 9 7 6 .
R i c h m a n ,  D . D . ,  H o s t e e t l e r ,  K . V . ,  Y a z a k i ,  P . J .  a n d  C l a r k ,  S .  1 9 0 6 .  
F a t e  o f  i n f l u e n z a  v i r i o n  p r o t e i n s  a f t e r  e n t r y  i n t o  
s u b c e l l u l a r  f r a c t i o n s  o f  L L C  c e l l s  a n d  t h e  e f f e c t  o f  
a m a n t a d i n e .  V i r o l .  1 5 1 : 2 0 0 .
R i f k i n ,  D . B . , C o m p a n s ,  R . W .  an d R e i c h ,  E .  1 9 7 2 .  A  s p e c i f i c
l a b e l l i n g  p r o c e d u r e  f o r  p r o t e i n s  on t h e  o u t e r  s u r f a c e  o f  
m e m b r a n e s .  J .  B i o l .  Ch em .  2 4 7 : 6 4 3 2 .
R o b e r t s o n ,  J . S . ,  S c h u b e r t ,  M.  a n d  L a z a r i n i ,  R . A .  1 9 0 1 .
P o l y a d e n y l a t i o n  s i t e s  f o r  i n f l u e n z a  v i r u s  mRNA.  J .  V i r o l .
3 0 : 1 5 7 .
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R o b e r t s o n ,  J . S . ,  R o b e r t s o n ,  M . E . S t . C .  an d R o d i t l ,  I . J .  1 9 8 4 .
N u c l e o t i d e  s e q u e n c e  o f  RNA s e g m e n t  3  o f  t h e  a v i a n  i n f l u e n z a  
A / F P V / R o s t o c k / 3 4  a n d  i t s  c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  c o r r e s p o n d i n g  
s e g m e n t  o f  human s t r a i n s  A / P R / 8 / 3 4  a n d  A / N T / 6 0 / 6 8 .  V i r u s  R e s .  
1 : 7 3 .
R o d i t i ,  I . J .  an d R o b e r t s o n ,  J . S .  1 9 8 4 .  N u c l e o t i d e  s e q u e n c e  o f  t h e  
a v i a n  i n f l u e n z a  v i r u s  A / F P / R o s t o c k / 3 4  s e g m e n t  1 e n c o d i n g  t h e  
P B 2  p o l y p e p t i d e .  V i r u s  R e s .  1 : 6 5 .
R o d r i g u e z - B o u 1 a n , E . J .  a n d  P e n d e r g a s t ,  M.  1 9 8 0 .  P o l a r i s e d  
d i s t r i b u t i o n  o f  v i r a l  e n v e l o p e  p r o t e i n s  i n  t h e  p l a s m a  
m e m b r a n e  o f  i n f e c t e d  e p i t h e l i a l  c e l l s .  C e l l  2 0 : 4 5 .
R o d r i g u e z - B o u l a n ,  E .  a n d  S a b a t l n i ,  D . D .  1 9 7 8 .  A s y m e t r i c  b u d d i n g
o f  v i r u s e s  i n  e p i t h e l i a l  m o n o l a y e r s :  a  m o d e l  s y s t e m  f o r  s t u d y  
o f  e p i t h e l i a l  p o l a r i t y .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i . , U S A  7 5 : 5 0 7 1 .
R o e h r i g ,  J . T .  and M a t h e w s ,  H .  1 9 8 6 .  M e c h a n i s m s  o f  i n  v i t r o
n e u t r a l i s a t i o n  o f  a l p h a v i r u s e s  b y  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s .  
A b s t r a c t :  p o s i t i v e  s t r a n d  m e e t i n g ,  C o l o r a d o ,  E a s t e r ,  1 9 86 .
R o g e r s ,  G . N .  , D a n i e l s ,  R . S . ,  S k e h e l ,  J . J . ,  W i l e y ,  D . C . ,  W a n g,  X.  , 
H i g a ,  H . H .  an d P a u l s o n ,  J . C .  1 9 8 5 .  H o s t - m e d i a t e d  s e l e c t i o n  o f  
i n f l u e n z a  v i r u s  r e c e p t o r  v a r i a n t s .  J .  C e l l  B i o l .  2 6 0 : 7 3 6 2 .
R o g e r s ,  G . N .  an d P a u l s o n ,  J . C .  1 9 8 3 .  R e c e p t o r  d e t e r m i n a n t s  o f  
hu m an  a n d  a n i m a l  v i r u s  i s o l a t e s :  d i f f e r e n c e  i n  r e c e p t o r  
b i n d i n g  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  H3 HA b a s e d  o n  t h e  s p e c i e s  o f  
o r i g i n .  V i r o l .  1 2 7 : 3 6 1 .
R o g e r s ,  G . N .  ,  P a u l s o n ,  J . C . , D a n i e l s ,  R . S . ,  S k e h e l ,  J . J . ,  W i l s o n ,  
I . A .  a n d  W i l e y ,  D . C .  1 9 8 3 .  S i n g l e  a m i n o  a c i d  s u b s t i t u t i o n s  i n  
i n f l u e n z a  h a e m a g g 1u t i n i n  c h a n g e  r e c e p t o r  b i n d i n g  s p e c i f i c i t y .  
N a t u r e  ( L o n d . ) .  3 0 4 : 7 6 .
d e l  R o i , L . , M a r t i n e z ,  C . , D o m i n g o ,  E .  a n d  O r t i n ,  J .  1 9 85 .  In
v i t r o  s y n t h e s i s  o f  f u l l - l e n g t h  i n f l u e n z a  v i r u s  c R N A .  EMB0 J .  
4 : 2 4 3 .
R o m a n o s ,  I t . A .  a n d  H a y ,  A . J .  1 9 8 4 .  I d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  i n f l u e n z a  
v i r u s  t r a n s c r i p t a s e  b y  a f f i n i t y - l a b e l 1 i n g  w i t h  p y r i d o x a l  
5 ' - p h o s p h a t e .  V i r o l .  1 3 2 : 1 1 0 .
R o s s m a n ,  M . G . ,  A r n o l d ,  E .  ,  E r i c k s o n ,  J . W .  ,  F r a n k e n b e r g e r , E . A . ,
G r i f f i t h ,  J . P . ,  H e c h t ,  H . - J . ,  J o h n s o n ,  J . E . ,  K r a m e r ,  G . ,  L u o ,  
M . , M o s s e r , A . G . ,  R u e c k e r t ,  R . R . , S h e r r y ,  B .  a n d  V r i e n d ,  G .
1 9 8 5 .  S t r u c t u r e  o f  a  common c o l d  v i r u s  a n d  f u n c t i o n a l  
r e l a t i o n s h i p  t o  o t h e r  p i c o r n a v i r u s e s .  N a t u r e  ( L o n d . )  3 1 7 : 1 4 5 .
R o t t ,  R .  1 9 7 9 .  M o l e c u l a r  b a s i s  o f  i n f e c t i v i t y  a n d  p a t h o g e n i c i t y  
o f  m y x o v i r u s .  A r c h .  V i r o l .  5 9 : 2 8 5 .
R o t t ,  R .  a n d  K l e n k ,  H . - D .  1 9 7 7 .  S t r u c t u r e  a n d  a s s e m b l y  o f  v i r a l
e n v e l o p e s .  I n  C e l l  s u r f a c e  r e v i e w s ' .  P o s t e ,  G .  a n d  
N i c h o l s o n ,  G . L .  e d s .  Pub  1.  N o r t h  H o l l a n d ,  A m s t e r d a m ,  p . 4 7 .
R o t t ,  R .  a n d  K l e n k ,  H . - D .  1 9 8 6 .  P a t h o g e n i c i t y  o f  i n f l u e n z a  v i r u s
i n  m o d e l  s y s t e m s .  I n  ' O p t i o n s  f o r  c o n t r o l  o f  i n f l u e n z a  
v i r u s ' .  K e n d a l ,  A . P  a n d  P a t r i a r c a ,  P . A . .  P u b l .  A l a n  R .  L i s s ,
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N e w  Y o r k .  p . 5 3 .
R o t t ,  R . ,  O r l i c h ,  M . , K l e n k ,  H . - D . ,  W a n g ,  M . L . ,  S k e h e l ,  J . J .  and 
W i l e y ,  D . C .  1 9 8 4 .  S t u d i e s  on  t h e  a d a p t a t i o n  o f  i n f l u e n z a  
v i r u s e s  t o  MDCK c e l l s .  EMBO J .  3 * 3 3 2 9 .
R o t t ,  R . , R e i n a c h e r ,  M . , O r l i c h ,  M . ,  K l e n k ,  H . - D .  1 9 8 0 .
C l e a v a b i l i t y  o f  HA d e t e r m i n e s  s p r e a d  o f  a v i a n  i n f l u e n z a  
v i r u s e s  i n  t h e  c h o r i o a 11a n t o i c  m e m b ra n e .  A r c h .  V i r o l .  6 5 : 1 2 3 .
R o t t ,  R.  a n d  S c h o l t i s s e k ,  C .  1 9 7 0 .  S p e c i f i c  i n h i b i t i o n  o f
i n f l u e n z a  r e p l i c a t i o n  b y  a - a m a n i t i n .  N a t u r e  ( L o n d . > 2 2 8 : 5 6 .
R u b i n ,  H .  an d F r a n k l i n ,  R . M .  1 9 5 7 .  On t h e  m e c h a n i s m  o f  N e w c a s t l e  
d i s e a s e  v i r u s  n e u t r a l i s a t i o n  b y  immune s e r u m .  V i r o l .  3 : 8 4 .
R u e c k e r t ,  R . R .  1 9 7 6 .  On t h e  s t r u c t u r e  a n d  m o r p h o g e n e s i s  o f  
p i c o r n a v i r u s e s .  I n  C o m p r e h e n s i v e  V i r o l o g y '  V o l .  6 .
F r a e n k e l - C o n r a t  a n d  W a g n e r ,  R . R .  e d s .  P u b  1 .  P l e n u m  P r e s s ,  New 
Y o r k ,  p . 1 3 1 .
R u i g r o k ,  R . W . H . ,  W r i g l e y ,  N . 6 . ,  C a l d e r ,  L . J . ,  C u s a c k ,  S . ,
W h a r t o n ,  S . A . ,  B r o w n ,  E . B .  a n d  S k e h e l ,  J . J .  1 9 8 6 a .  E l e c t r o n  
m i c r o s c o p y  o f  t h e  lo w  pH s t r u c t u r e  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  HA .
EM BO J .  5 * 4 1 .
R u i g r o k ,  R . W . H . ,  M a r t i n ,  S . R . ,  W h a r t o n ,  S . A . ,  S k e h e l ,  J . J . ,
B a y l e y ,  P . M .  a n d  W i l e y ,  D . C .  1 9 8 6 b .  C o n f o r m â t i o n a l  c h a n g e s  i n  
t h e  HA o f  i n f l u e n z a  v i r u s  w h i c h  a c c o m p a n y  h e a t — i n d u c e d  f u s i o n  
o f  v i r u s  w i t h  l i p o s o m e s .  V i r o l .  1 5 5 : 4 8 4 .
R u s s e l l ,  P . H . ,  G r i f f i t h s ,  P . C . ,  G o s w a m i ,  K . K . A . ,  A l e x a n d e r ,  D . J . ,  
C a n n o n ,  M . J .  a n d  R u s s e l l ,  U . C .  1 9 8 3 .  T h e  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  
m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  t o  N e w c a s t l e  d i s e a s e  v i r u s .  J .  G e n .  
V i r o l .  6 4 : 2 0 6 9 .
R u s s e l l ,  P . H .  1 9 8 6 .  T h e  s y n e r g i s t i c  n e u t r a l i s a t i o n  o f  N e w c a s t l e  
d i s e a s e  v i r u s  b y  t w o  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  t o  i t s  
h a e m a g g l u t i n i n - n e u r a m i n i d a s e  p r o t e i n .  A r c h .  V i r o l .  9 0 : 1 3 5 .
S a n g e r ,  F .  a n d  C o u l s o n ,  A . R .  1 9 7 8 .  T h e  u s e  o f  t h i n  a c r y l a m i d e  
g e l s  f o r  DNA s e q u e n c i n g .  F E B S  L e t t .  8 7 * 1 0 7 .
S a t o ,  S . B . ,  K a w a s a k i ,  K .  a n d  O h n i s h i ,  S . - I .  1 9 8 3 .  H a e m o l y t i c
a c t i v i t y  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  H A  g l y c o p r o t e i n s  c u l t i v a t e d  i n  
m i l d l y  a c i d i c  e n v i r o n m e n t s . P r o c . N a t l .  A c a d .  S e t . ,  US A 
8 0 : 3 1 5 3 .
S c h a u e r ,  R.  1 9 8 3 .  G l y c o s i d a s e s  w i t h  s p e c i a l  r e f e r e n c e  t o  t h e  
p a t h o p h y s i o l o g i c a l  r o l e  o f  s i a l l d a s e s .  I n  S t r u c t u r a l  
c a r b o h y d r a t e s  i n  t h e  l i v e r ' .  P o p p e r ,  H . ,  R e u t t e r ,  W . , 
K o t t g e n ,  E .  a n d  G n d a t ,  F .  P u b  1 .  MTP P r e s s ,  B o s t o n ,  p . 8 3 .
S c h e i d ,  A .  a n d  C h o p p i n ,  P . W .  1 9 7 7 .  Tw o  d i s u l p h i d e - l i n k e d  
p o l y p e p t i d e  c h a i n s  c o n s t i t u t e  t h e  a c t i v e  F  p r o t e i n  o f  
p a r a m y x o v i r u s e s .  V i r o l .  8 0 : 5 4 .
S c h i l d ,  G . C . ,  O x f o r d ,  J . S .  a n d  N e w m a n ,  R . W .  1 9 7 9 .  E v i d e n c e  f o r  
a n t i g e n i c  v a r i a t i o n  i n  i n f l u e n z a  A n u c l e o p r o t e i n .  V i r o l .  
9 3 * 5 6 9 .
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S c h i l d ,  G . C . ,  O x f o r d ,  J . S .  a n d  W e b s t e r ,  R . G .  1 9 8 4 .  E v i d e n c e  f o r  
h o s t  c e l l  s e l e c t i o n  o f  a n t i g e n i c  v a r i a n t s  o f  i n f l u e n z a  A  
<H 1N 1 )  a n d  B v i r u s :  A n t i g e n i c  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  
h a e m a g g l u t i n i n s  o f  v i r u s e s  g r o w n  i n  e g g s  a n d  m a m m a l i a n  c e l l s .  
I n  ' T h e  M o l e c u l a r  V i r o l g y  a n d  E p i d e m i o l o g y  o f  I n f l u e n z a ’ . 
S t u a r t — H a r r  i s , C . H .  a n d  P o r t e r ,  C . M .  e d s .  P u b  1 .  A c a d e m i c  
P r e s s ,  L o n d o n ,  p . 1 6 4 .
S c h i l d ,  G . C . ,  O x f o r d ,  J . S .  
a n t i g e n i c  v a r i a t i o n  i n  
9 3 : 5 6 9 .
a n d  Newman,  R . W .  1 9 7 9 .  E v i d e n c e  f o r  
i n f l u e n z a  A n u c l e o p r o t e i n .  V i r o l .
S c h l e g e l ,  R .  an d W ad e,  M.  1 9 8 3 .  N e u t r a l i s e d  v i r u s  b i n d s  t o  h o s t
c e l l s  b y  a d i f f e r e n t  r e c e p t o r .  B i o c h e m .  B i o p h y s .  R e s .  Commun.
1 4 4 :  7 7 4 .
S c h o l t i s s e k ,  C .  1 9 86 .  I n f l u e n z a  A v i r u s e s  w i t h  n o n - c l e a v e d  HA a r e  
n o t  i n t e r n a l i s e d  a f t e r  a d s o r p t i o n .  A r c h .  V i r o l .  9 0 : 1 5 9 .
S c h o l t i s s e k ,  C .  and B o w l e s ,  A . L .  1 9 75 .  I s o l a t i o n  a n d
c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t e m p e r a t u r e - s e n s i t i v e  m u t a n t s  o f  f o w l  
p l a g u e  v i r u s .  V i r o l .  6 7 : 5 7 6 .
S c h u l m a n ,  J . L .  and P a l e s e ,  P .  1 9 7 7 .  V i r u l e n c e  f a c t o r s  o f
I n f l u e n z a  v i r u s e s .  U S N  v i r u s  n e u r a m i n i d a s e  i s  r e q u i r e d  f o r  
p r o d u c t i v e  i n f e c t i o n  o f  MOCK c e l l s .  J .  V i r o l .  2 4 : 1 7 0 .
S c h u l z e ,  I . T .  1 9 7 2 .  T h e  s t r u c t u r e  o f  i n f l u e n z a  v i r u s .  I I .  A mod el  
b a s e d  o n  t h e  m o r p h o l o g y  an d c o m p o s i t i o n  o f  s u b v i r a l  
p a r t i c l e s .  V i r o l .  4 7 : 1 8 1 .
S e t o ,  J . T .  a n d  R o t t ,  R .  1 9 6 6 .  F u n c t i o n a l  s i g n i f i c a n c e  o f
s i a l i d a s e  d u r i n g  i n f l u e n z a  v i r u s  m u l t i p l i c a t i o n .  V i r o l .  
3 0 : 7 3 1 .
S h a p i r o ,  G . I . ,  G u r n e y - J r ,  T .  and K r u g ,  R . M .  1 9 8 7 .  I n f l u e n z a  v i r u s  
g e n e  e x p r e s s i o n :  c o n t r o l  m e c h a n i s m s  a t  e a r l y  a n d  l a t e  t i m e s  
o f  i n f e c t i o n  an d n u c l e a r - c y t o p l a s m i c  t r a n s p o r t  o f  
v i r u s - s p e c i f i c  R N A s .  J .  V i r o l .  6 1 : 7 6 4 .
S h a w ,  M .W .  a n d  C o m p a n s ,  R . W .  1 978 .  I s o l a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i s a t i o n  
o f  c y t o p l a s m i c  i n c l u s i o n s  fr o m  i n f l u e n z a  A v i r u s  i n f e c t e d  
c e l l s .  J .  V i r o l .  2 5 : 6 0 8 .
S h i b a t a ,  M . ,  M ae n o ,  K . ,  T s u r u m i ,  T .  ,  A o k i ,  H . ,  N i s h i y a m a ,  V . ,
I t o ,  V . ,  I s o m u r a ,  S .  a n d  S u z u k i ,  S .  1 9 8 2 .  R o l e  o f  v i r a l  
g l y c o p r o t e i n s  i n  h a e m o l y s i s  b y  I n f l u e n z a  B v i r u s e s .  J . G e n .  
V i r o l .  5 9 : 1 8 3 .
S h e n ,  L .  a n d  G i n s b e r g ,  V .  1 9 6 8 .  I n  B i o l o g i c a l  p r o p e r t i e s  o f  t h e  
m a m m a li a n  s u r f a c e  m e m b r a n e ' ,  d o s s e r ,  P .  e d .  P u b l .  W l s t a r  
I n s t i t u t e ,  P h i l a d e l p h i a .  p . 6 7 .
S h i m i z u ,  K .  a n d  I s h a d a ,  N .  1 9 7 5 .  T h e  s m a l l e s t  p r o t e i n  o f  s e n d a i  
v i r u s :  i t s  c a n d i d a t e  f u n c t i o n  o f  b i n d i n g  n u c l e o c a p s i d  t o  
e n v e l o p e .  V i r o l .  6 7 : 4 2 7 .
S h i m i z u  K . ,  M u k a i g a w a ,  J . ,  O g u r o ,  M . ,  O n o ,  V .  ,  N a k a j u n a ,  K .  and 
K I d a , H .  1 9 8 5 .  i n h i b i t i o n  o f  t r a n s c r i p t a s e  a c t i v i t y  o f  
i n f l u e n z a  A v i r u s  i n  v  j  t r o  b y  a n t i —H A  a n t i b o d y .  V a c c i n e
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3s 2 0 7 .
S i l v e r s t e i n ,  S . C .  a n d  M a r c u s ,  P . I .  1 9 6 4 .  E a r l y  s t a g e s  o f
N e w c a s t l e  D i s e a s e  V i r u s - H e L a  c e l l  I n t e r a c t i o n .  An e l e c t r o n  
m i c r o s c o p i c  s t u d y .  V i r o l .  2 3 : 3 7 0 .
S k e h e l ,  J . J .  1 9 72 .  T h e  p o l y p e p t i d e  c o m p o s i t i o n  o f  i n f l u e n z a  A 
v i r u s e s .  V i r o l .  4 9 s 2 3 .
S k e h e l ,  J . J .  and S c h i l d ,  G . C .  1 9 7 1 .  T h e  p o l y p e p t i d e  c o m p o s i t i o n  
o f  i n f l u e n z a  A v i r u s e s .  V i r o l .  4 4 : 3 9 6 .
S k e h e l ,  J . J .  and U a t e r f  i e l d ,  M . D .  1 9 7 5 .  S t u d i e s  on  t h e  p r i m a r y  
s t r u c t u r e  o f  t h e  HA o f  i n f l u e n z a  v i r u s .  P r o c .  N a t l .  A c a d .
S c i .  U .  S . A .  7 2 : 9 3 .
S k e h e l ,  J . J . ,  B a y l e y ,  P . M . ,  B r o w n ,  E . B . ,  M a r t i n ,  S . R . ,
U a t e r f  i e l d ,  M . D . ,  W h i t e ,  J . M .  ,  W i l s o n ,  I .  A .  a n d  W i l e y ,  D . C .  
1 9 8 2 .  C h a n g e s  i n  t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  HA a t  
t h e  p H  o p t im u m  o f  v i r u s  m e d i a t e d  m e m b ra n e  f u s i o n .  P r o c .  N a t l .  
A c a d .  S c i .  U . S . A .  7 9 : 9 6 8 .
S k e h e l ,  J . J .  and S c h i l d ,  G . C .  1 9 7 1 .  T h e  p o l y p e p t i d e  c o m p o s i t i o n  
o f  i n f l u e n z a  A v i r u s e s .  V i r o l .  4 4 : 3 9 6 .
S k e h e l ,  J . J . ,  S t e v e n s ,  D . J . ,  D a n i e l s ,  R . S . ,  K n o s s o w ,  M . , W i l s o n ,
I .  A .  a n d  W i l e y ,  D . C .  1 9 8 4 .  A  c a r b o h y d r a t e  s i d e  c h a i n  on  HAs 
o f  H o n g  Kong  i n f l u e n z a  v i r u s e s  i n h i b i t s  r e c o g n i t i o n  b y  a 
m o n o c l o n a l  a n t i b o d y .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i . ,  USA 8 1 : 1 7 7 9 .
S k l y a n s k a y a ,  E . I . ,  V a r i c h ,  N . L . ,  A m v e r o s i e v a ,  T . V .  an d K a v e r i n ,  
N . V .  1 9 8 5 .  V i r i o n s  a n d  i n t r a c e l l u l a r  n u e  1 e o c a p s i d s  p r o d u c e d  
d u r i n g  m i x e d  h e t e r o t y p i c  I n f l u e n z a  i n f e c t i o n  o f  MDCK c e l l s .
J .  V i r o l .  5 3 : 6 7 9 .
S l e p u s h k  i n ,  V . A . ,  B u k r i n s k a y a ,  A . G . ,  P r o k a z o y a ,  N . V . ,  Z h i g i s ,
L . S . ,  R e s h o v ,  P . D . ,  S h a p o s h n i k o v a ,  J . I .  a n d  B e r g e l s o n ,  L . S .
1 9 8 5 .  A c t i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  n e u r a m i n i d a s e  on
g a n g  1 i o s i d e s :  HA i n h i b i t s  v i r a l  n e u r a m i n  i d a s e .  F E B S  L e t t .
182* 2 7 3 .
S m i t h ,  R . E .  and F u r u i c h i ,  Y .  1 9 8 0 .  Gen e m a p p i n g  o f  c y t o p l a s m i c  
p o l y h e d r o s i s  v i r u s  o f  s i l k w o r m  b y  f u l l - l e n g t h  mRNA p r e p a r e d  
u n d e r  o p t i m i s e d  c o n d i t i o n  o f  t r a n s c r i p t i o n  i_n^  v i t r o .  V i r o l .  
1 0 3 * 2 7 9 .
S m i t h ,  G . L .  and H a y ,  A . J .  1 9 8 2 .  R e p l i c a t i o n  o f  t h e  i n f l u e n z a  
g e n o m e .  V i r o l .  1 1 8 : 9 6 .
S m i t h ,  D . B .  and I n g l i s ,  S . C .  1 9 8 5 .  R e g u l a t e d  p r o d u c t i o n  o f  an 
i n f l u e n z a  v i r u s  s p l i c e d  mRNA m e d i a t e d  b y  v i r u s - s p e c i f i c  
p r o d u c t s .  EMB0 J .  4 * 2 3 1 3
S p o o n e r ,  L . L . R .  an d B a r r y ,  R . D .  1 9 7 7 .  P a r  t  i c  i p a t i o n  o f
D N A - d e p e n d e n t  RNA p o l y m e r a s e  I I  i n  r e p l i c a t i o n  o f  i n f l u e n z a  
v i r u s e s .  N a t u r e  ( L o n d . )  2 6 6 * 6 5 0 .
S t a n l e y ,  P .  , G a n d h i ,  S . S .  an d W h i t e ,  D . O .  1 9 7 3 .  T h e  p o l y p e p t i d e s  
o f  i n f l u e n z a  v i r u s .  V I I .  S y n t h e s i s  o f  t h e  H A .
S t a n l e y ,  P . M .  a n d  H a s l a m ,  E .  A .  1 9 7 1 .  T h e  p o l y p e p t i d e s  o f
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i n f l u e n z a  v i r u t .  V .  L o c a l i s a t i o n  o f  p o l y p e p t i d e s  b y  
i o d i n a t i o n  t e c h n i q u e s .  V i r o l .  4 6 : 7 6 4 .
S t e e n s g a a r d ,  J .  1 9 8 4 .  T h e  m e c h a n i s m  o f  immune p r e c i p i t a t i o n . 
I m m u n o l o g y  T o d a y  5 : 7 .
S t e p h e n s o n ,  J . R .  a n d  D i m m o c k ,  N . J .  1 9 75 .  E a r l y  e v e n t s  i n
i n f l u e n z a  v i r u s  m u l t i p l i c a t i o n .  I .  L o c a t i o n  a n d  f a t e  o f  t h e  
i n p u t  RN A.  V i r o l .  6 5 s 7 7 .
S t e p h e n s o n ,  J . R . ,  H u d s o n ,  J . B .  a n d  D i m m o c k ,  N . J .  1 9 7 8 .  E a r l y
e v e n t s  i n  i n f l u e n z a  v i r u s  m u l t i p l i c a t i o n .  I I .  P e n e t r a t i o n  o f  
v i r u s  i n t o  c e l l s  a t  4 C*C. V i r o l .  8 6 : 2 6 4 .
S t r i d h ,  S . , O b e r g ,  B.  , C h a t t o p a d h y a y a , J .  a n d  J o s e p h s o n ,  S .  1 9 8 1 .  
F u n c t i o n a l  a n a l y s i s  o f  i n f l u e n z a  RNA p o l y m e r a s e  a c t i v i t y  b y  
t h e  u s e  o f  c a p s ,  o l i g o n u c l e o t i d e s  an d p o l y n u c l e o t i d e s .  
A n t i v i r a l  R e s .  Is  9 5 .
S t u a r t - H a r r i s ,  C . H . ,  S c h i l d ,  G . C .  a n d  O x f o r d ,  J . S .  1 9 85 .
' I n f l u e n z a s  T h e  v i r u s  a n d  t h e  d i s e a s e ' .  2 n d  e d i t i o n .  P u b l .  
A r n o l d ,  L o n d o n .
S z w e c z u k ,  M . R .  an d M u k k u r ,  T . K . S .  1 9 7 7 .  E n t h a l p y - e n t r o p y
c o m p e n s a t i o n  i n  d i n i t r o p h e n y 1 — a n t i - d i n i t r o p h e n y 1 a n t i b o d y  
i n t e r a c t i o n ( s ) .  I m m u n o l o g y  3 2 i l l .
T a m e r ,  J . A . ,  G e t z o f f ,  E . D . ,  P a t e r s o n ,  V .  ,  O l s o n ,  A . J .  an d
L e r n e r ,  R . A .  1 9 8 5 .  T h e  a t o m i c  m o b i l i t y  c o m p o n e n t  o f  p r o t e i n  
a n t i g e n i c i t y .  An n  R e v .  I m m u n o l .  3 s 5 0 1 .
T a s h i r o ,  M . ,  C i b r o w s k i ,  P . , K l e n k ,  H . - D . , P u l v e r e r ,  G .  an d R o t t ,  
R .  1 9 8 7 a .  R o l e  o F  S t a p h y l o c o c c u s  p r o t e a s e  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  
o f  i n f l u e n z a  p n e u m o n i a .  N a t u r e  ( L o n d . > 3 2 5 : 5 3 6 .
T a s h i r o ,  M. ,  C i b r o w s k i ,  P .  , R e i n a c h e r ,  M. , P u l v e r e r ,  G . ,  K l e n k ,  
H . - D .  a n d  R o t t ,  R.  1 9 8 7 b .  S y n e r g i s t i c  r o l e  o f  S t a p h y l o c o c c a l  
p r o t e a s e s  i n  t h e  i n d u c t i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  p a t h o g e n i c i t y .  
V i r o l .  1 5 7 : 4 2 1 .
T a y l o r ,  H . P .  1 9 8 6 .  P hD t h e s i s .  U n i v e r s i t y  o f  W a r w i c k .
T a y l o r ,  H . P . ,  A r m s t r o n g ,  S . J .  a n d  D i m m o c k ,  N . J .  1 9 87 .
Q u a n t i t a t i v e  r e l a t i o n s h i p s  b e t w e e n  an i n f l u e n z a  v i r u s  an d 
n e u t r a l i s i n g  a n t i b o d y .  V i r o l .  1 5 9 :  i n  p r e s s .
T a y l o r ,  H . P .  a n d  D i m m o c k ,  N . J .  1 9 8 5 a .  T h e  m e c h a n i s m  o f
n e u t r a l i s a t i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  b y  s l g A  i s  d i f f e r e n t  f r o m  
t h a t  o f  m o n o m e r i c  I g A  o r  I g G .  J .  E x p .  M ed .  1 6 1 : 1 9 8 .
T a y l o r ,  H . P .  a n d  D i m m o c k ,  N . J .  1 9 8 5 b .  M e c h a n i s m s  o f
n e u t r a l i s a t i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  b y  I g M .  J .  G e n .  V i r o l .  
6 6 : 9 0 3 .
T h o m a s ,  A . A . M . ,  P .  B r i o e n ,  a n d  A .  B o e y e .  1 9 8 5 .  A  m o n o c l o n a l  
a n t i b o d y  t h a t  n e u t r a l i s e s  p o l i o v i r u s  b y  c r o s s - l i n k i n g  
v i r i o n s .  J .  V i r o l .  5 4 : 7 .
T h o m a s ,  A . A . M . ,  V r i j s e n ,  R .  a n d  B o e y e ,  A .  1 9 8 6 .  R e l a t i o n s h i p
b e t w e e n  p o l i o v i r u s  n e u t r a l i s a t i o n  and a g g r e g a t i o n .  J .  V i r o l
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5 9 : 4 7 9 .
T i a n ,  S . —F .  , B u c k l e r - W h i t e ,  A . J . ,  L o n d o n ,  W . T . ,  R e c k ,  L . J . ,  
C h a n o c k ,  R . M .  a n d  M u r p h y ,  B . R .  1 9 8 5 .  N u e l e o p r o t e i n  a n d  
m e m b r a n e  p r o t e i n  g e n e s  a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  r e s t r i c t i o n  o f  
r e p l i c a t i o n  o f  i n f l u e n z a  A / m a 11 a r d / N Y 7 8  v i r u s  a n d  i t s  
r e a s s o r t a n t s  i n  s q u i r r e l  a n d  m on k e y r e s p i r a t o r y  t r a c t s .  J .  
V i r o l . 5 3 : 7 7 1 .
T o b i t a ,  K a n d  K i l b o u r n e ,  E . D .  G e n e t i c  r e c o m b i n a t i o n  f o r  a n t i g e n i c  
m a r k e r s  o f  a n t i g e n i c a l l y  d i f f e r e n t  s t r a i n s  o f  i n f l u e n z a  B 
v i r u s .  J .  V i r o l .  1 3 : 3 4 7 .
T o m a s i ,  T . B .  J n r .  1 9 7 6 .  T h e  immune s y s t e m  o f  s e c r e t i o n s ' .  Pu b 1. 
P r e n t i c e  H a l l ,  New J e r s e y .
T o n e g a w a ,  S .  1 9 8 3 .  S o m a t i c  g e n e r a t i o n  o f  a n t i b o d y  d i v e r s i t y .  
N a t u r e  ( L o n d .  > 3 0 2 : 5 7 5 .
T v e r s i d o v ,  V . A . , K a r a d a g h i ,  S . E . , B u c h e r ,  D . J . ,  Z a k o m i r d i n ,  J . A .  
a n d  K h a r l t o n e n k o v ,  I . G .  1 9 8 4 .  I n t e r a c t i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  
p r o t e i n s  w i t h  p l a n a r  b i l a y e r  l i p i d  m e m b r a n e s .  I I  E f f e c t s  o f  
r i m a n t a d i n e  and a m a n t a d i n e .  B i o c h i m .  B i o p h y s .  A c t a  7 7 8 : 2 7 6 .
U l m a n e n ,  I . ,  B r o n i ,  B . A .  and K r u g ,  R . M .  1 9 8 1 .  T h e  r o l e  o f  tw o  o f  
t h e  i n f l u e n z a  c o r e  P p r o t e i n s  i n  r e c o g n i s i n g  c a p  I s t r u c t u r e s  
<M7  G p p p p N m ) on R N A s  an d i n  i n i t i a t i n g  v i r a l  RNA 
t r a n s c r i p t i o n .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U . S . A .  7 8 : 7 3 5 5 .
U l m a n e n ,  I . ,  B r o n i ,  B . A .  an d K r u g ,  R . M .  1 9 8 3 .  I n f l u e n z a  v i r u s
t e m p e r a t u r e  s e n s i t i v e  c a p  M7 Gpppp Nm d e p e n d e n t  e n d o n u c l e a s e .  
J .  V i r o l .  4 5 : 2 7 .
U n d e r w o o d ,  P . A . ,  S k e h e l , J . J .  a n d  W i l e y ,  D . C .  1 9 8 7 .
R e c e p t o r - b i n d i n g  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  
s e l e c t e d  a n t i g e n i c  v a r i a n t s  o f  i n f l u e n z a  v i r u s .  J .  V i r o l .
6 1 :  2 0 6 .
V a l e n t i n e  R . C .  an d G r e e n ,  R . M .  1 9 6 7 .  E l e c t r o n - m i c r o s c o p y  o f  an 
a n t i b o d y - h a p t e n  c o m p l e x .  J .  M o l .  B i o l .  2 7 : 6 1 5 .
v a n  M e e r ,  G .  , D a v o u s t ,  J .  an d S i m o n s ,  K .  1 9 8 5 .  P a r a m e t e r s
a f f e c t i n g  l o w - p H - m e d i a t e d  f u s i o n  o f  l i p o s o m e s  w i t h  t h e  p la s m a  
m e m b r a n e  o f  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  i n f l u e n z a  v i r u s .  B i o c h e m i s t r y  
2 4 : 3 5 9 3 .
v a n  R e g e n m o r t e l ,  M . H . V .  1 9 8 6 .  W h i c h  s t r u c t u r a l  f e a t u r e s  d e t e r m i n e  
p r o t e i n  a n t i g e n i c i t y ?  T I B S  1 1 : 3 6 .
v a n  R e g e n m o r t e l ,  M . H . V .  1 9 8 7 .  A n t i g e n i c  c r o s s - r e a c t i v i t y  b e t w e e n  
p r o t e i n s  a n d  p e p t i d e s :  n e w  i n s i g h t s  an d a p p 1 i c a t i o n s . T I B S  
1 2 : 2 3 7 .
v a n  R e g e n m o r t e l ,  M . V . H .  a n d  N e u r a t h ,  A . R .  1 9 8 5 .  S t r u c t u r e  o f  
v i r a l  a n t i g e n s .  I n  ' I m m u n o c h e m i s t r y  o f  v i r u s e s '  e d s .  a s  
a b o v e .  P u b  1.  E l s e v i e r ,  A m s t e r d a m ,  New Y o r k  a n d  O x f o r d ,  p . l .
v a n  W y k e ,  K . L . ,  Bean  J r . ,  W . J .  a n d  W e b s t e r ,  R . G .  1 9 8 1 .  M o n o c l o n a l  
a n t i b o d i e s  t o  t h e  i n f l u e n z a  A v i r u s  n u c l e o p r o t e i n  a f f e c t i n g  
RNA t r a n s c r i p t i o n .  J .  V i r o l .  3 9 : 3 1 3 .
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v an  W y k e ,  K . L . ,  V . S .  H i n s h a w ,  W . J . B e a n ,  and R . G .  W e b s t e r .  1 9 8 0 .  
A n t i g e n i c  v a r i a t i o n  o f  i n f l u e n z a  A v i r u s  n u c  l e o p r o t e i n  
d e t e c t e d  w i t h  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s .  J .  V i r o l .  3 5 : 2 4 .
v an  U y k e ,  K . L . ,  Y e w d e l l ,  J . U . ,  R e c k ,  L . J .  an d M u r p h y ,  B . R .  1 9 8 4 .  
A n t i g e n i c  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  i n f l u e n z a  A v i r u s  m a t r i x  
p r o t e i n  w i t h  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s .  J .  V i r o l .  4 9 : 2 4 8 .
V a r g h e s e ,  J . N .  , L a v e r ,  W . G .  an d C o l m a n ,  P . M .  1 9 8 3 .  S t r u c t u r e  o f  
t h e  i n f l u e n z a  v i r u s  a n t i g e n  n e u r a m i n i d a s e  a t  2 . 9  A 
r e s o l u t i o n .  N a t u r e  ( L o n d . > 3 0 3 : 3 5 .
W a l l i s ,  C .  an d M e l n i c k ,  J . L .  1 9 6 7 .  V i r u s  a g g r e g a t i o n  a s  t h e  c a u s e  
o f  t h e  n o n - n e u t r a l i s a b l e  p e r s i s t e n t  f r a c t i o n .  J .  V i r o l .
1 : 4 7 8 .
Wa ng,  M . - L .  ,  S k e h e l , J . J .  a n d  W i l e y ,  D . C .  1 9 8 6 .  C o m p a r a t i v e
a n a l y s e s  o f  t h e  s p e c i f i c i t i e s  o f  a n t i - i n f l u e n z a  HA a n t i b o d i e s  
i n  hu m an  s e r a .  J .  V i r o l .  5 7 : 1 2 4 .
W a r d ,  C . W . ,  an d D o p h e i d e ,  T . A .  1 9 8 1 .  A m i n o  a c i d  s e q u e n c e  and
o l i g o s a c c h a r i d e  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  h a e m a g g l u t i n i n  f r o m  an 
e a r l y  H o n g  Ko ng  v a r i a n t  A / A i c h i / 2 / 6 B 8  < X - 3 1 > .  B i o c h e m .  J .  
1 9 3 : 9 5 3 .
W e b s t e r ,  R . G . ,  an d L a v e r ,  W . G .  1 9 6 7 .  P r e p a r a t i o n  an d p r o p e r t i e s  
o f  a n t i b o d y  d i r e c t e d  s p e c i f i c a l l y  a g a i n s t  t h e  n e u r a m i n I d a s e  
o f  i n f l u e n z a  v i r u s .  J .  I m m u n o l .  9 9 : 4 9 .
W e b s t e r ,  R . G . , an d L a v e r ,  W . G .  1 9 8 0 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  n u m b e r 
o f  n o n - o v e r l a p p i n g  a n t i g e n i c  a r e a s  o f  H o n g  K o n g  (H 3 N 2 )  
i n f l u e n z a  v i r u s  HA w i t h  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  an d t h e  
s e l e c t i o n  o f  v a r i a n t s  w i t h  p o t e n t i a l  e p i d e m i o l o g i c a l  
s i g n i f i c a n c e .  V i r o l .  1 0 4 : 1 3 9 .
W e b s t e r ,  R . G .  , H i n s h a w ,  V . S .  a n d  L a v e r ,  W . G .  1 9 8 2 .  S e l e c t i o n  and 
a n a l y s i s  o f  a n t i g e n i c  v a r i a n t s  o f  t h e  n e u r a m i n i d a s e  N2 
i n f l u e n z a  v i r u s e s  w i t h  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s .  V i r o l .  1 7 7 : 9 3 .
W e b s t e r ,  R . G . , B r o w n ,  L . E .  a n d  J a c k s o n ,  D . C .  1 9 8 3 .  C h a n g e s  i n  t h e  
a n t i g e n i c i t y  o f  t h e  HA m o l e c u l e  o f  H 3  i n f l u e n z a  v i r u s  a t  
a c i d i c  p H .  V i r o l .  1 2 6 : 5 8 7 .
W e r n e r ,  T . C . ,  B u n t i n g ,  J . R .  a n d  C a t h o u ,  R . E .  1 9 7 2 .  T h e  s h a p e  o f  
i m m u n o g l o b u l i n  m o l e c u l e s  i n  s o l u t i o n .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .
U . S . A .  6 9 : 7 9 5 .
W e t z ,  K . ,  W i l l i n g m a n n ,  P .  , Z e i c h h a r d t ,  H .  a n d  H a b e r m e h l ,  K . - 0 .
1 9 8 6 .  N e u t r a l i s a t i o n  o f  p o l i o v i r u s  b y  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  
r e q u i r e s  b i n d i n g  o f  a  s i n g l e  I g G  m o l e c u l e  p e r  v i r i o n .  A r c h .  
V i r o l .  9 1 : 2 0 7 .
W h a r t o n ,  S . A . ,  S k e h e l ,  J . J .  a n d  W i l e y ,  D . C .  1 9 8 6 .  S t u d i e s  o f  
i n f l u e n z a  H A - m e d i a t e d  m e m b r a n e  f u s i o n .  V i r o l .  1 4 9 : 2 7 .
W h i t e ,  J . ,  H e l e n ! u s ,  A .  a n d  G e t h i n g ,  M . - J .  1 9 8 2 .  H a e m a g g l u t i n i n
o f  i n f l u e n z a  v i r u s  e x p r e s s e d  f r o m  a c l o n e d  g e n e  p r o m o t e s  
m e m b r a n e  f u s i o n .  N a t u r e  ( L o n o . >• 3 0 0 : 6 5 8 .
W h i t e ,  B . A .  a n d  B a n c r o f t ,  F .  1 9 8 2 .  C y t o p l a s m i c  d o t  h y b r i d i s a t  i o n . 
S i m p l e  a n a l y s i s  o f  r e l a t i v e  mRNA l e v e l s  i n  m u l t i p l e  s m a l l
4c e l l  o r  t i s s u e  s a m p l e s .  J .  B i o l .  Chem.  2 5 7 : 0 5 6 9 .
WHO M e m o ra n d um . 1 9 B O .  A r e v i s i o n  o f  t h e  s y s t e m  o f  n o n e m c l a t u r e  
f o r  i n f l u e n z a  v i r u s e s .  B u l l .  W . H . O .  5 8 : 5 8 5 .
W i l e y ,  D . C . ,  W i l s o n ,  I . A .  an d S k e h e l , J . J .  1 9 8 1 .  S t r u c t u r a l
i d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  a n t i b o d y - b i n d i n g  s i t e s  o f  Ho ng K o n g  
i n f l u e n z a  HA a n d  t h e i r  i n v o l v e m e n t  i n  a n t i g e n i c  v a r i a t i o n .  
N a t u r e  ( L o n d . > .  2 8 9 : 3 7 3 .
W i l e y ,  D . C .  1 9 8 3 .  N e u r a m i n i d a s e  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  r e v e a l s  a  
f l o w e r — l i k e  h e a d .  N a t u r e  ( L o n d . )  3 0 3 : 1 9 .
W i l l i a m s ,  A . F . 1 9 8 4 .  T h e  i m m u n o g l o b u l i n  s u p e r f a m i l y  t a k e s  s h a p e .
N a t u r e  ( L o n d . ) 3 0 8 : 1 2 .
W i l i a m s ,  J . C .  a n d  B e l l ,  R . M .  1 9 8 2 .  M e m b r a n e  m a t r i x  d i s r u p t i o n  b y  
m e l i t t i n .  B i o c h i m .  B i o p h y s .  A c t a  2 8 8 : 2 5 5 .
W i l l i a m s ,  R . J . P .  a n d  M o o r e ,  G . R .  1 9 8 5 .  P r o t e i n  a n t i g e n i c i t y ,  
o r g a n i s a t i o n  a n d  m o b i l i t y .  T I B S  1 0 : 9 6 .
W i l s o n ,  I . A . ,  S k e h e l ,  J . J .  an d W i l e y ,  D . C .  t 9 8 1 .  S t r u c t u r e  o f  t h e  
h a e m a g g l u t i n i n  m e m b ra n e  g l y c o p r o t e i n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  a t  3 
A r e s o l u t i o n .  N a t u r e  ( L o n d . )  2 8 9 : 3 6 6 .
W i n t e r ,  G .  a n d  F i e l d s ,  S .  1 9 8 0 .  C l o n i n g  o f  i n f l u e n z a  cD N A  i n t o  
M 1 3 .  T h e  s e q u e n c e  o f  t h e  RNA s e g m e n t  e n c o d i n g  t h e  A / P R / 8 / 3 4  
m a t r i x  p r o t e i n .  N u c l e i c  A c i d s  R e s .  8 : 1 9 6 5 .
W i n t e r ,  G .  a n d  F i e l d s ,  S .  1 9 8 1 .  T h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  g e n e  
e n c o d i n g  t h e  n u c l e o p r o t e i n  o f  human I n f l u e n z a  v i r u s  
A / P R / 8 / 3 4 .  V i r o l .  1 1 4 : 4 2 3 .
W i t t ,  D . J . ,  N a e v e ,  C . W . , an d S u m m e r s ,  D . F .  1 9 8 1 .  P h o s p h o r y l a t i o n  
o f  V S V v i r u s  p r o t e i n s  a s  a p o s s i b l e  c o n t r i b u t i n g  f a c t o r  i n  
v i r i o n  u n c o a t i n g .  J .  G e n .  V i r o l .  5 6 : 3 8 3 .
W o h l f a r t ,  C . E . G . ,  S v e n s s o n ,  U . K .  a n d  E v e r i t t ,  E .  1 9 8 5 .
I n t e r a c t i o n  b e t w e e n  He L a  c e l l s  a n d  a d e n o v i r u s  t y p e  2 v i r i o n s  
n e u t r a l i s e d  b y  d i f f e r e n t  a n t i s e r a .  J .  V i r o l .  5 6 : 8 9 6 .
W o l s t e n h o l m e ,  A . J . ,  B a r r e t ,  T .  ,  N i c h o l ,  S . T .  a n d  M a h y ,  B . W . J .
1 9 8 0 .  I n f l u e n z a  v i r u s - s p e c i f i c  RNA a n d  p r o t e i n  s y n t h e s i s  i n  
c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  t e m p e r a t u r e —s e n s i t i v e  m u t a n t s  d e f e c t i v e  
i n  t h e  g e n o m e  s e g m e n t  e n c o d i n g  n o n - s t r u c t u r a l  p r o t e i n s .  J .  
V i r o l .  3 5 : 1 .
W r a y ,  W . ,  B o u l i k a s ,  T . ,  W r a y ,  V . P .  a n d  H a n c o c k ,  R .  1 9 8 1 .  S i l v e r  
s t a i n i n g  o f  p r o t e i n s  i n  p o l y a c r y l a m i d e  g e l s .  A n a l y t i c a l  
B i o c h e m i s t r y  1 1 8 : 1 9 7 .
W r i g l e y ,  N . G .  1 9 7 9 .  E l e c t r o n  m i c r o s c o p y  o f  i n f l u e n z a  v i r u s .  B r i t .  
M e d .  B u l l .  3 5 : 3 5 .
W r i g l e y ,  N . G . ,  B r o w n ,  E . B . ,  D a n i e l s ,  R . S . , S k e h e l ,  J . J .  a n d
W i l e y ,  D . C .  1 9 8 3 b .  E l e c t r o n  m i c r o s c o p y  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  
H A - m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  c o m p l e x e s .  V i r o l .  1 3 1 : 3 0 8 .
W r i g l e y ,  N . G . ,  B r o w n ,  E . B .  an d S k e h e l ,  J . J .  1 9 8 3 a .  E l e c t r o n
m i c r o s c o p i c  e v i d e n c e  f o r  t h e  a x i a l  r o t a t i o n  a n d  i n t e r d o m a i n
f l e x i b i l i t y  o f  t h e  F a b  r e g i o n s  o f  i m m u n o g l o b u l i n  G .  J .  M o l .  
B i o l .  1 6 9 : 7 7 1 .
W r i g l e y ,  N . G .  , L a v e r ,  W . G .  a n d  D o w n i e ,  J . C .  1 9 7 7 .  B i n d i n g  o f
a n t i b o d i e s  t o  i s o l a t e d  HA an d NA m o l e c u l e s  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  
o b s e r v e d  i n  t h e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e .  J .  M o l .  B i o l .  1 0 9 : 4 0 5 .
W r i g l e y ,  N . G . ,  S k e h e l , J . J . ,  C h a r l w o o d ,  P . A .  a n d  B r a n d ,  C . M .
1 9 7 3 .  T h e  s i z e  a n d  s h a p e  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  n e u r a m i n i d a s e .  
V i r o l .  5 1 : 5 2 5 .
Y a m a k a w a ,  M . , F u r u i c h i ,  Y . ,  N a k a s h i m a ,  F . ,  L a  F i a n d r a ,  A . J .  a n d  
S h a t k i n ,  A . J .  1 9 8 1 .  E x c e s s  s y n t h e s i s  o f  v i r a l  mRNA 5 '  
t e r m i n a l  o l i g o n u c l e o t i d e s  b y  r e o v i r u s  t r a n s c r l p t a s e .  J .  B i o l .  
C he m .  2 5 6 : 6 5 0 7 .
Y e ,  Z . ,  P a l ,  R .  ,  O g d e n ,  J . R . ,  S n y d e r ,  R . M .  a n d  W a g n e r , R . R .  1 9 8 5 .  
M o n o c l o n a l  a n t i b o d y  t o  t h e  m a t r i x  p r o t e i n  o f  VSV  (Ne w  J e r s e y  
s e r o t y p e )  a n d  t h e i r  e f f e c t s  on  v i r a l  t r a n s c r i p t i o n .  V i r o l .  
1 4 3 : 6 5 7 .
Y e w d w e l l ,  J . W .  , C a t o n ,  A . J .  an d G e r h a r d ,  M.  1 9 8 6 .  S e l e c t i o n  o f  
i n f l u e n z a  A v i r u s  a d s o r p t i v e  m u t a n t s  b y  g r o w t h  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  a m i x t u r e  o f  m o n o c l o n a l  a n t i - H A  a n t i b o d i e s .  J .  
V i r o l .  5 7 : 6 2 3 .
Y e w d e l l ,  J . W .  ,  G e r h a r d ,  W.  a n d  B a c h i ,  T .  1 9 8 3 .  M o n o c l o n a l
a n t i b o d i e s  d e t e c t  i r r e v e r s i b l e  a n t i g e n i c  a l t e r a t i o n s  t h a t  
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